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INTRODUCCIÓN
1. INTRODUCCIÓN 
1.1. ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR 
1.1.1. Definición 
 La Organización Mundial de la Salud (OMS) define ictus o enfermedad 
cerebrovascular como "la aparición súbita de trastornos de la función cerebral, 
con síntomas que duran más de 24 horas, o que llevan a la muerte, sin otra 
causa aparente que un origen vascular". Un ictus ocurre cuando se produce la 
disminución brusca del aporte sanguíneo a un área concreta del cerebro, ya 
sea por la presencia de un coágulo (ictus isquémico), o por la ruptura de un 
vaso sanguíneo y la consecuente extravasación sanguínea (ictus hemorrágico). 
Los síntomas que se manifiestan variarán según el área irrigada por el vaso 
afectado, pudiendo revertirse total o parcialmente si se recupera el flujo de 
forma temprana. En caso contrario, la interrupción permanente del aporte 
sanguíneo desencadena una serie de eventos bioquímicos, conocidos como 
cascada isquémica, que llevan a la muerte celular y a la aparición de una 
zona infartada.  
1.1.2. Clasificación 
 Existen varias clasificaciones basadas en la etiología, aunque muy 
semejantes entre ellas (Chen et al., 2012a). Lo que varía entre una y otra es la 
evolución de las técnicas usadas para el diagnóstico, lo que ha llevado a 
modificar levemente los criterios de clasificación, siendo la más conocida la 
clasificación TOAST (Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment). En la 
cual se distinguen: ictus isquémico (supone el 88% de los casos) e ictus 
hemorrágico (12%) (Figura 1.1.). Dentro del ictus isquémico se diferencian los 
siguientes grupos: aterotrombótico (15-20%), cardioembólico (20-25%), lacunar 
(25%), de causa indeterminada (25-30%) y de causa poco frecuente (5%) 
(Kolominsky-Rabas et al., 2001; Bejot et al., 2008; Chen et al., 2012a).  
 
 
 
Figura 1.1: Clasificación de la enfermedad cerebrovascular (Chen et al., 2012). 
1.1.3. Epidemiología 
 En el mundo, unos 15 millones de personas sufren un ictus cada año y, 
con 5 millones de muertes, el ictus es la segunda causa de muerte y la primera 
de discapacidad a largo plazo (Macrez et al., 2011). Se estima que alrededor 
del 25% de la población mayor de 85 años desarrollará un ictus. 
 Según datos del Instituto Nacional de Estadística (2012), en nuestro 
país, la enfermedad cerebrovascular es la primera causa de muerte en 
mujeres, ocupando el segundo lugar como causa de mortalidad en la sociedad 
española (Tabla 1) y consumiendo un 3-4% del gasto total sanitario.  
 
Tabla 1: Número de defunciones según las causas de muerte más frecuentes. 
ENFERMEDAD 
CEREBROVASCULAR
ICTUS ISQUÉMICO
88%
ATEROTROMBÓTICO
15-20%
CARDIOEMBÓLICO
20-25%
LACUNAR (DE 
VASOS PEQUEÑOS)
25%
CAUSA 
INDETERMINADA
25-30%
CAUSA POCO 
FRECUENTE
5%
ICTUS 
HEMORRÁGICO
12%
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1.1.4. Tratamiento 
 En los últimos 15 años se ha llevado a cabo un gran progreso en el 
tratamiento en fase aguda del ictus isquémico.  
1.1.4.1. Tratamiento no farmacológico 
 Se han desarrollado unidades especializadas en el manejo del ictus con 
protocolos unificados de tratamiento y con un riguroso control de las medidas 
generales. Son las llamadas “unidades de ictus” (Hanger et al., 2007). Estas 
unidades se han creado acompañadas del llamado “código ictus” que se refiere 
a la actuación coordinada de los servicios de urgencias extrahospitalarios con 
las unidades de ictus de los centros hospitalarios para atender al paciente de 
forma rápida y adecuada, monitorizándolo y llevándole hasta una unidad de 
ictus a la que podrá llegar con un diagnóstico y control precisos. 
1.1.4.2. Tratamiento farmacológico 
 También se ha llevado a cabo una gran inversión en investigación en la 
búsqueda de un agente neuroprotector efectivo que trate de limitar el daño 
isquémico al prevenir la muerte de las neuronas que rodean al núcleo del 
infarto, disminuyendo así la lesión. (Auriel and Bornstein, 2010). Se han 
identificado más de 1000 moléculas con efectos protectores para el cerebro a 
partir de modelos experimentales y más de 250 han llegado a ensayos clínicos 
(Young et al., 2007). Pero, a pesar de estos esfuerzos, la traslación de terapias 
efectivas a nivel experimental ha fracasado en la clínica (Cheng et al., 2004; 
Ginsberg, 2009). Hasta la fecha, el único tratamiento aprobado es la 
recanalización del vaso ocluido por medio de la administración intravenosa de 
alteplasa o rt-PA (Activador del Plasminógeno Tisular Recombinante) (1995), 
con el inconveniente de que es una terapia dependiente del tiempo, ya que 
tiene que ser aplicada dentro de las 4,5 horas después del comienzo del ictus. 
Además, el efecto beneficioso del tPA está limitado a una pequeña proporción 
de pacientes de ictus (Albers et al., 2011). Por tanto es muy importante y 
necesario encontrar otras terapias eficaces que puedan ser administradas 
alrededor de esa ventana temporal (Moskowitz et al., 2010). El fracaso en la 
traslación, más que a la poca eficacia de las terapias neuroprotectoras en el 
humano, podría deberse a diversas causas señaladas por la convención STAIR 
(Stroke Treatment Academic Industry Roundtable), como lo adecuados que 
 
 
puedan ser los modelos experimentales de isquemia cerebral, el uso de 
animales jóvenes y sanos, las ventanas terapéuticas ensayadas o la 
heterogeneidad de los ictus en pacientes ((STAIR), 1999; Moskowitz et al., 
2013) 
1.2. ICTUS ISQUÉMICO 
1.2.1. Unidad cerebrovascular 
 El papel fundamental que los vasos sanguíneos cerebrales juegan en el 
amplio espectro de enfermedades de afectación neurovascular muestra la 
importancia de la estructura vascular y su función en el cerebro sano. Debido a 
su alta necesidad energética y a la escasa reserva de ATP, el cerebro requiere 
un aporte sanguíneo continuo y bien regulado. La mayoría de la energía la 
usan las neuronas para “recargar” las bombas iónicas y así mantener y 
restaurar los gradientes iónicos disipados por la actividad sináptica. El cerebro 
recibe ese suplemento de las arterias que surgen del círculo de Willis, un 
polígono de vasos interconectados en la base del cerebro formado por las 
anastomosis entre dos arterias carótidas internas y dos arterias vertebrales que 
confluyen en la arteria basilar. 
 Como en otros órganos, las células endoteliales regulan el tono vascular 
liberando factores vasoactivos en respuesta a señales químicas, 
neurotransmisores, fuerza mecánica, etc. Pero, a diferencia de otros órganos, 
las células endoteliales cerebrales están unidas entre sí por complejas uniones 
formadas por ocludinas y claudinas (uniones estrechas) que le otorgan una 
baja permeabilidad selectiva previniendo el intercambio bidireccional de 
sustancias hidrofílicas entre la sangre y el cerebro, una característica 
fundamental de la barrera hematoencefálica (BHE). Las células de la unidad 
neurovascular también participan en el buen funcionamiento de la BHE y en la 
iniciación y expresión de respuestas inmunes innatas y adaptativas del cerebro 
(Figura 1.2). Los pericitos y macrófagos perivasculares tienen el potencial para 
presentar antígenos, el primer paso de la inmunidad adaptativa; mientras que 
las células endoteliales y la microglía están ampliamente dotadas de receptores 
de inmunidad innata como los receptores toll-like, CD36 y RAGE (Iadecola, 
2013). 
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Figura 1.2. La unidad neurovascular. Representación de la distribución de las células que componen la 
unidad neurovascular en el parénquima cerebral sano. Las células endoteliales son la base de la barrera 
hematoencefálica (BHE) que impide la extravasación de la mayoría de componentes del plasma 
sanguíneo al parénquima. 
 
 La oclusión de los vasos cerebrales causa la disminución de oxígeno y 
glucosa que desencadena cascadas isquémicas que conducen a la muerte 
celular necrótica y, posteriormente, apoptótica en el área del infarto.  
 Más adelante, en este apartado, repasaremos con detenimiento los 
eventos más importantes que suceden tras la isquemia. 
1.2.2. Conceptos de core y penumbra 
 Tras una isquemia cerebral focal, dependiendo de la irrigación por vasos 
colaterales, podemos definir core o núcleo isquémico al territorio donde se 
produce un mayor grado de isquemia porque estaba irrigado exclusivamente 
por el vaso obstruido (10% del flujo basal). En esta área las neuronas morirán 
por necrosis rápidamente (de 5 a 10 minutos tras la interrupción del flujo 
sanguíneo) ya que éstas tienen un alto índice metabólico y están 
condicionadas por el metabolismo oxidativo. Así, cuando el aporte de oxígeno 
se reduce bruscamente, las células sufren rápidamente estrés metabólico. 
Rodeando esta zona de infarto existe otra, denominada penumbra isquémica, 
en donde el flujo sanguíneo se ve reducido parcialmente al quedar irrigada por 
vasos colaterales. La perfusión remanente, entre un 10-30% del basal, es 
suficiente para mantener la viabilidad celular por un tiempo determinado, que 
 
 
dependerá del grado de hipoperfusión, pero no para permitir su función normal 
(Astrup et al., 1981). Esta área de penumbra es susceptible de recuperación si 
se restaura el flujo sanguíneo y se corrigen las alteraciones bioquímicas 
producidas como consecuencia de la isquemia. Si no es así, también se 
desencadenará la muerte celular, pero normalmente por apoptosis, que  puede 
darse tanto a través de la ruta intrínseca como a través de la extrínseca. La 
ruta intrínseca se activa cuando las neuronas no son capaces de mantener el 
balance iónico que causa una pérdida de potencial de membrana, y éste, a su 
vez, lleva a un flujo de calcio que causa la desorganización de la mitocondria, 
lo que provoca la apertura de la membrana, liberándose citocromo C y permite 
al apoptosoma formarse y causar la apoptosis de la célula a través de las 
acciones de las caspasas 3 y 9 (Guan et al., 2006). La ruta extrínseca está 
mediada por la activación de los receptores de la superfamilia de receptores 
TNF, que inician la cascada de caspasas más directamente. Se ha visto que 
inhibiendo cualquiera de estas dos rutas se reduce el volumen de infarto.  
 Finalmente, queda una zona oligohémica que rodea a la penumbra, que 
tiene un flujo sanguíneo claramente mayor (entre un 30-50% del basal), pero 
que no llega a comprometer la viabilidad y hasta donde la muerte celular no 
progresará, salvo en circunstancias especialmente adversas (Hossmann, 1994; 
Baron, 2001).  
 Sin embargo, la distinción entre core y penumbra no está totalmente 
consensuada. Muchos ictus ocurren por estenosis parcial, por lo que la 
reducción del flujo sanguíneo puede no ser total y, por lo tanto, carecerían de 
core según la definición anterior. Además, la isquemia afecta a todos los tipos 
celulares de la unidad neurovascular y, debido a que no son igual de 
susceptibles, tanto apoptosis como necrosis, e incluso formas intermedias de 
muerte, ocurren de manera simultánea en el tejido isquémico. Por ello, a 
efectos prácticos, se considera core como aquel territorio insalvable en donde 
ya se está produciendo la muerte celular y como penumbra el área susceptible 
de ser salvada (Fisher and Albers, 2013).  
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1.2.3. La cascada isquémica 
 La cascada isquémica cerebral se compone por el conjunto de 
reacciones bioquímicas que se inician en el cerebro tras un episodio isquémico 
y que se prolongan en el tiempo pudiendo extenderse a semanas o meses 
(Figura 1.3.). Se caracteriza por una serie de eventos que en última instancia 
darán lugar a la muerte neuronal y, por tanto, a la destrucción del tejido. 
 Las principales consecuencias de la isquemia cerebral se generan 
fundamentalmente por un problema energético. En un área de aporte de 
sangre reducido, el consumo de adenosín trifosfato (ATP) continúa a pesar de 
que la síntesis sea insuficiente, causando que los niveles totales de ATP caigan 
y se desarrolle acidosis láctica con pérdida concomitante de la homeostasis 
iónica en las neuronas. La isquemia cerebral conduce a una pérdida de la 
reserva energética que resulta en un desequilibrio iónico y la liberación 
excesiva de neurotransmisores e inhibición de la recaptación de las neuronas 
dañadas. A este proceso, que lleva a la destrucción neuronal por necrosis, se 
le denomina excitotoxicidad y ocurre especialmente con el glutamato, que es el 
principal neurotransmisor excitador. El glutamato se acumula en el espacio 
extracelular  y produce la sobreestimulación de receptores ionotrópicos AMPA 
y NMDA sobre otras neuronas, que promueven un mayor flujo de calcio a 
través de los canales que se abren por estos receptores (Dirnagl et al., 1999). 
Estas neuronas se despolarizan provocando mayor flujo de calcio y más 
liberación de glutamato. Además, la sobrecarga de calcio provoca la activación 
de fosfolipasas y de proteasas como la calpaína que degradan membranas y 
proteínas (Lipton, 1999). Por otro lado, los receptores de glutamato promueven 
un exceso de flujo de sodio y de agua que provoca que se hinchen las células, 
se produzca edema y, en consecuencia, se reduzca el espacio extracelular. La 
liberación del glutamato produce disfunción mitocondrial y producción de 
radicales de oxígeno que, en última instancia, dará lugar a liberación de 
citocromo C, activación de caspasas y, finalmente, muerte por apoptosis 
(Figura 1.3). 
 
 
 
Figura 1.3. Cascada isquémica. Los eventos que suceden tras el ictus podemos dividirlos en tres fases 
en función del tiempo transcurrido (Adaptado de (Yenari and Han, 2012)) Abreviaturas: ROS (Especies 
reactivas de oxígeno) RNS (Especies reactivas de nitrógeno), MMPs (Metaloproteinasas de matriz), AAE 
(aminoácidos excitadores); BHE (barrera hematoencefálica). 
 
 Además de las consecuencias provocadas por la falta de oxígeno y 
glucosa, tras el ictus se producen señales de estrés que activarán rutas de 
supervivencia como la de AKT, donde se producen factores tróficos que 
permitirán la neurogénesis, angiogénesis y sinaptogénesis, aunque esas 
mismas señales de estrés también participan en la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS) en exceso, que determinan 
“estrés oxidativo” ya que las defensas antioxidantes endógenas son 
insuficientes. Por último, estas señales de estrés producen mayor liberación de 
citoquinas proinflamatorias que activarán proteasas como las 
metaloproteinasas de matriz (MMPs), que dañarán el endotelio con la 
formación del edema vasogénico (Figura 1.3). 
1.2.4. Mecanismos isquémicos locales (Inflamación) 
 La inflamación es una respuesta protectora del organismo para asegurar 
la eliminación de estímulos perjudiciales, así como el proceso de curación para 
recuperar el tejido dañado. La inflamación forma parte de la respuesta 
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inmunológica innata que está causada por varios factores como infecciones 
microbianas o daño tisular. Clásicamente la inflamación está caracterizada por 
5 síntomas: rubor, tumor, calor, dolor y pérdida de función tisular. Estos 
síntomas macroscópicos reflejan un incremento en la permeabilidad del 
endotelio vascular facilitando la pérdida de componentes del suero y la 
extravasación de células inmunes.  
 La microglía, que es la principal responsable de la inflamación en el 
cerebro, al igual que los macrófagos y otras células infiltradas, tiene un 
repertorio de respuestas que facilitan el rápido secuestro y muerte de los 
microorganismos invasores y limita el efecto del trauma y de la necrosis celular. 
Estas respuestas incluyen una migración rápida, proliferación, formación y 
liberación de superóxido, óxido nítrico, proteasas y citoquinas. La microglía 
normalmente presenta una morfología ramificada pero, cuando se activa, 
adquiere una morfología ameboide y expresa marcadores de superficie que la 
hacen virtualmente indistinguible de los macrófagos y monocitos de la 
circulación (Figura 1.4). La activación microglial es el primer paso en la 
respuesta inflamatoria del SNC (Yenari et al., 2010; Karperien et al., 2013). 
 
Figura 1.4. Estados de  activación de la microglía. Se diferencias tres estados de activación con claras 
diferencias morfológicas. En estado de reposo, la microglía presenta una morfología muy ramificada y un 
soma pequeño. En el estado intermedio el soma está hipertrofiado y las ramificaciones son más gruesas. 
Y en el estado de mayor activación, al microglía adquiere un aspecto ameboide y capacidad fagocítica, 
migratoria y de presentación de antígenos.  
 
 En el caso concreto de la isquemia cerebral, la respuesta inflamatoria se 
caracteriza por el establecimiento de una secuencia de eventos que implican al 
cerebro, su vasculatura, la sangre y los órganos linfoides.  
 
 
1.2.4.1. Inflamación vascular y perivascular  
 Cuando ocurre una isquemia cerebral, de minutos a horas después del 
comienzo, se produce una cascada de eventos inflamatorios que se inicia en la 
microvasculatura cerebral, donde el estrés oxidativo y las especies reactivas 
de oxígeno inducen la activación del sistema del complemento, las plaquetas y 
las células endoteliales (Iadecola and Anrather, 2011) (Figura 1.5.). Se induce 
la sobreexpresión de selectinas endoteliales que favorecerá que los leucocitos 
circulantes sean reclutados a la pared endotelial y se promuevan los eventos 
de inflamación local (Macrez et al., 2011). En el endotelio activado se produce 
la degradación de componentes de la matriz de la lámina basal y la barrera 
hematoencefálica (BHE) perdiendo parcialmente la permeabilidad selectiva 
mediada por metaloproteinasas de matriz (MMPs), y esto, sumado a un 
incremento en la secreción de proteasas de origen leucocitario y a la regulación 
a la baja de la expresión de las proteínas endoteliales de las uniones estrechas 
que sellan la unidad neurovascular, favorecerá la extravasación de leucocitos 
circulantes al parénquima cerebral (del Zoppo, 2006).  
 
Figura 1.5. Mecanismos isquémicos tempranos y locales. En el lumen de los vasos sanguíneos, los 
distintos mecanismos que acontecen dan lugar a la apertura de la barrera hematoencefálica (BHE), que 
permite la extravasación de células y otros componentes del plasma al parénquima cerebral, lo que 
activará las células residentes provocando el proceso inflamatorio (modificado de (Iadecola and Anrather, 
2011)). 
 
 Por otro lado, los mediadores inflamatorios secretados por las células 
activadas del parénquima amplifican y refuerzan la expresión de citoquinas, 
quimioquinas y moléculas de adhesión que dirigen la infiltración de esas células 
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inmunes circulantes al cerebro isquémico (Iadecola and Anrather, 2011). Las 
células que se activan en el parénquima son la microglía, los macrófagos 
perivasculares, los astrocitos y las células endoteliales, que producen IL-1beta 
y TNF-α (Tuttolomondo et al., 2008). El estrés oxidativo en las células 
endoteliales reduce la biodisponibilidad del óxido nítrico (NO). Esa pérdida de 
óxido nítrico promueve vasoconstricción y mayor agregación plaquetaria y 
leucocitaria. 
  Por otro lado, en el parénquima cerebral, las células dañadas liberan 
purinas (ATP), las cuales actúan como señales proinflamatorias que harán que 
la microglía, los macrófagos perivasculares y los astrocitos produzcan más 
citoquinas y quimioquinas (Figura 1.5). 
1.2.4.2. Inflamación tisular 
 Cuando progresa la cascada isquémica, la muerte celular conduce a una 
nueva fase de la respuesta inflamatoria. Las células muertas y las que están 
muriendo liberan “señales de peligro” que activan el sistema inmune (Figura 
1.6).  
 
Figura 1.6. Mecanismos de activación de patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) y de la 
inmunidad adaptativa. La muerte celular conduce a la formación de DAMPs, los cuales activan a los 
receptores toll-like (TLRs) que llevan a la producción de citoquinas pro-inflamatorias. Pero también activan 
a células presentadoras de antígenos que establecen las bases de la inmunidad adaptativa (ver texto para 
más detalle). Modificado de (Iadecola and Anrather, 2011) 
 
 
 
 Estas moléculas que alertan sobre el peligro al organismo se denominan 
DAMPs (que serán descritas con más detalle en el siguiente apartado 
“Receptores Toll-like. Origen y estructura”), que activan a los receptores toll-like 
(TLRs), especialmente TLR2 y TLR4 sobre la membrana de la microglía. Estos 
DAMPs incluyen proteínas del grupo de alta movilidad B1 (HMGB1), proteínas 
del choque térmico 60 (HSP60) y β-amiloide (Aβ), entre otros. Los DAMPs 
también son liberados por la ruptura de la matriz. La producción de citoquinas y 
activación del complemento resultantes de estos eventos conducen a una 
mayor infiltración leucocitaria y daño tisular, los cuales, a su vez, producen más 
DAMPs. Finalmente, los antígenos producidos por el daño tisular son 
presentados a las células T, que establecen la base para la inmunidad 
adaptativa (Figura 1.6). 
1.2.4.3. Resolución de la inflamación y reparación del tejido  
 La eliminación de células muertas y la supresión de la inflamación son 
eventos claves para la reparación cerebral. La fagocitosis promueve la 
secreción de IL-10 y TGF-β que, a su vez, suprimen la presentación de 
antígenos, promueven la formación de Treg, inhiben la expresión de moléculas 
de adhesión en células endoteliales y la producción de citoquinas pro-
inflamatorias. Por otro lado, IL-10 y TGF-β son también neuroprotectores y 
podrían facilitar los procesos de reparación cerebral. Además, las lipoxinas, 
resolvinas y protectinas juegan un papel muy activo en la resolución de la 
inflamación. Los factores de crecimiento (VEGF, BDNF, NGF, FGF…) y las 
MMPs que producen las células endoteliales, neuronas, astrocitos, 
oligodendrocitos y microglía son moléculas fundamentales también para 
reorganizar el tejido y repararlo (Figura 1.7). 
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Figura 1.7. Resolución de la inflamación y reparación del tejido. Las células fagocíticas eliminan los 
restos de células muertas, la inflamación se resuelve gracias a citoquinas anti-inflamatorias, lipoxinas y 
resolvinas. Y se repara el tejido gracias a las metaloproteinasas y a la producción de factores de 
crecimiento que ayudan a reorganizar el tejido. Modificado de (Iadecola and Anrather, 2011) 
1.3. INMUNIDAD E ICTUS 
1.3.1. Sistema nervioso central y regulación de la respuesta inmune 
1.3.1.1. Respuesta inmune e inmunodepresión  
 La respuesta inmune innata es la primera línea de defensa del huésped 
contra la infección de patógenos y el daño tisular. 
 En personas con ictus isquémico, el contaje de células sanguíneas 
blancas y la expresión de citoquinas y de marcadores inflamatorios aumentan 
en las horas siguientes a la isquemia (o durante el episodio isquémico) (Emsley 
et al., 2003; Offner et al., 2006). Además, tras el inicio de la respuesta pro-
inflamatoria en la fase aguda, al cerebro isquémico le acompaña el síndrome 
de la respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) que resulta en la activación 
general del sistema inmune.  
 Sin embargo, el ictus también interfiere con la función de las células 
inmunes innatas y adaptativas, que resulta en el síndrome de inmunodepresión 
sistémica (SIID). Si bien este fenómeno parece proteger al cerebro del daño 
inflamatorio, tiene una importante contrapartida al hacer a los pacientes más 
susceptibles a infecciones que ponen en riesgo la vida (Meisel et al., 2005; 
Chamorro et al., 2007; Esmaeili et al., 2012). Esta inmunodepresión sistémica 
será mayor cuanto mayor sea el infarto y se caracteriza por: i) la aparición de 
linfopenia debida a la pérdida masiva apoptótica de linfocitos en órganos 
linfoides y sangre periférica, y la actividad de células asesinas naturales (NK) 
 
 
(Członkowska et al., 1979; Meisel et al., 2005); ii) una reducción en la actividad 
funcional de los monocitos; iii) sobreexpresión de citoquinas anti-inflamatorias y 
iv) atrofia esplénica (Ren et al., 2011; Haeusler et al., 2012). 
 La aparente paradoja de que el mismo daño causa inmunodepresión e 
inflamación en los órganos se explica por la amplia variedad de consecuencias 
que tiene la activación del SNC. De hecho, durante el daño cerebral se induce 
tanto la producción de citoquinas pro-inflamatorias (Catania et al., 2009) como 
de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10) por monocitos sanguíneos. Los estudios 
experimentales y clínicos indican que, en estas circunstancias, la IL-10 
contribuye a reducir la función del sistema inmune (Woiciechowsky et al., 
1998). 
1.3.1.2. Respuestas local y periférica 
La comunicación entre los sistemas inmune y nervioso se produce de 
forma local/central y periférica. Localmente, en el SNC, la respuesta inmune 
induce la activación de las células gliales y de los macrófagos residentes y la 
infiltración dependiente del tiempo de las células inmunes circulantes. 
Muchas de las respuestas inducidas en esta interrelación entre los dos 
sistemas se basan en las citoquinas secretadas por las células inmunes para 
comunicarse entre sí. Curiosamente, estos mediadores, tradicionalmente 
asociados a una función exclusivamente inmunitaria, también sirven de 
comunicación con las neuronas y la glía y tienen la capacidad de influir en la 
función sináptica (Stevens et al., 2007), la plasticidad neuronal (Huh et al., 
2000) y la neuroprotección (Farina et al., 2007). De forma similar, se ha 
descrito que la expresión de receptores de neurotransmisores en células del 
sistema inmune puede influir en la propia función inmunológica, por ejemplo, la 
implicación de los receptores catecolaminérgicos de las células inmunes cuya 
activación por la adrenalina circulante disminuye el número y la actividad de las 
células inmunes participando en el síndrome SIID.  
Éstas, y otras evidencias, indican que muchos de los elementos que se 
creían propios de uno u otro sistema se comparten y complementan, 
involucrando estrechamente al sistema inmune en el destino del cerebro 
isquémico y en su supervivencia tras una isquemia cerebral.  
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1.3.1.3. Infiltración celular 
 Aunque la participación de la inflamación y de la inmunidad en la 
recuperación tisular está muy bien documentada y establecida en otros 
órganos, se sabe realmente poco de estos procesos en el cerebro. Para 
prevenir la progresión primaria y secundaria del infarto, es indispensable que 
se esclarezcan los mecanismos detallados de la inflamación post-isquémica 
provocada por estas células inmunes. Se sabe que los macrófagos y neutrófilos 
son participantes claves en la inflamación, pero los mecanismos responsables 
de su activación aún se desconocen. También se ha visto la participación de 
las células T en la inflamación cerebral retrasada. (Shichita et al., 2012a). La 
cinética del reclutamiento de las diferentes células inflamatorias aún está bajo 
debate pero está comúnmente aceptado que los neutrófilos lideran la migración 
al parénquima cerebral, seguido por macrófagos y linfocitos (Jin et al., 2010) 
(Figura 1.8).  
. 
Figura 1.8. Esquema de la dinámica temporal de la inflamación post-ictus. Se muestra el orden de 
reclutamiento de las células inflamatorias en el cerebro isquémico. Modificado de (Gelderblom et al., 
2009; Jin et al., 2010) 
 
 En los modelos de ratón de isquemia cerebral focal por oclusión de la 
arteria cerebral media (MCAO) se da un efecto bifásico del ictus sobre el 
sistema inmune periférico. La fase inicial se caracteriza por la señalización 
temprana del cerebro isquémico al bazo, lo que resulta en una producción 
masiva de factores inflamatorios y la transmigración de esplenocitos a la 
circulación. La segunda fase consiste en la infiltración de leucocitos a las áreas 
del cerebro dañadas por el ictus (Catania et al., 2009).   
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 Se podría decir que la infiltración de células en el cerebro tiene tanto 
aspectos beneficiosos como deletéreos y, probablemente, la mejor visión del 
efecto de la inflamación en el ictus sea en términos de coste versus beneficio. 
De ahí la importancia del estudio de la dinámica de la inflamación en el ictus 
con el fin de poder aplicar las terapias inmunomoduladoras más beneficiosas 
para el paciente, ya que, aunque la infiltración celular tras un ictus posee un 
papel deletéreo potenciando el daño tisular, algunos trabajos recientes 
demuestran que también pueden estar implicados en procesos de reparación. 
A continuación, describimos los subtipos de los principales tipos de células 
periféricas reclutadas en el cerebro y sus diversas funciones. 
Neutrófilos 
 Los neutrófilos son la primera célula inmune circulante que se infiltra en 
el cerebro isquémico (desde los 30 minutos hasta unas pocas horas tras 
producirse la isquemia cerebral), mostrando un pico de 1 a 3 días y 
desapareciendo después paulatinamente (Yilmaz and Granger, 2008; Jin et al., 
2010). En algunos estudios se ha visto también que el grado de infiltración de 
neutrófilos correlaciona con la gravedad del daño neurológico (Price et al., 
2004). Los neutrófilos han sido tradicionalmente los principales mediadores de 
la respuesta inflamatoria en el ictus isquémico agudo. La infiltración de 
neutrófilos al cerebro isquémico se ha asociado con un incremento del daño 
tisular debido a varios mecanismos inflamatorios, como la adhesión al endotelio 
y la activación de las rutas del enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) con 
la consiguiente generación de especies reactivas de oxígeno (EROs) o la 
secreción de proteasas (Segel et al., 2011). Existen además evidencias 
recientes que indican que los neutrófilos podrían adquirir diferentes fenotipos y 
contribuir a la resolución de la inflamación a través de la liberación de 
mediadores anti-inflamatorios. Por tanto, al igual que en el caso de los 
macrófagos M2, los neutrófilos pueden polarizarse a un fenotipo N2 (Mantovani 
et al., 2011; Cuartero et al., 2013). 
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Monocitos/macrófagos 
 La microglía y los monocitos/macrófagos derivados de la sangre son 
morfológica y funcionalmente similares tras producirse un ictus. La activación 
de la microglía ocurre en primer lugar (a los minutos del comienzo de la 
isquemia) e induce la producción de citoquinas inflamatorias, incluyendo IL-1β y 
TNF-α, lo cual exacerba el daño tisular. Tras la rápida activación de las células 
residentes, las células procedentes de la sangre se infiltran en el tejido 
isquémico en las siguientes horas a días (Schilling et al., 2003; Chiba and 
Umegaki, 2013). La primera función que adquieren estas células es la de 
eliminar restos de células muertas y liberar citoquinas que atraigan a más 
células inmunes al lugar del daño (Yilmaz and Granger, 2008). 
 Los macrófagos se dividen en las dos subpoblaciones denominadas M1 
y M2 dependiendo de su fenotipo. Los macrófagos con fenotipo denominado 
clásico o M1 son de tipo inflamatorio ya que incrementan la secreción de 
mediadores inflamatorios como TNF-α, IL-12 o IL-1β y aparecen en la fase 
“tóxica” inicial de la respuesta inmune (Colton, 2009). Este fenotipo es 
claramente beneficioso para la defensa del huésped ante patógenos, pero 
presenta un importante componente deletéreo en la isquemia cerebral. De 
manera opuesta, los macrófagos M2 o alternativos promueven la reparación y 
la reconstrucción tisular a través de la actividad fagocítica intensificada y la 
producción de mediadores inflamatorios reducida (Gordon and Martinez, 2010; 
Hu et al., 2012b). El organismo es capaz, de manera fisiológica, de reducir esta 
fase tóxica inicial,  resolver la infección o el daño y restaurar la homeostasis 
tisular. Por lo tanto, la respuesta inmune innata al daño evoluciona hacia un 
estado donde se requiere el reemplazamiento de las células perdidas o 
dañadas y la reparación de la matriz extracelular. Haciendo un paralelismo 
entre los fenotipos M1 y M2 con los monocitos pro-inflamatorios CD14+ y los 
monocitos reparadores CD16+ respectivamente, se vio que el balance entre 
monocitos CD14+ pro-inflamatorios y monocitos CD16+ reparadores estaba 
asociado al pronóstico funcional tras un ictus (Urra et al., 2009). 
 
 
 
 
Linfocitos  
 El reclutamiento de linfocitos T está implicado en las etapas más tardías 
del daño cerebral isquémico (Stevens et al., 2002). El pico de infiltración de 
estas células se da principalmente alrededor del día 3 y se mantiene hasta el 
día 7 (modelo tromboembólico). Los dos subconjuntos de células T son las 
células T citotóxicas (Tc), que son capaces de aumentar el tamaño de infarto 
ya que atacan tanto al tejido dañado como al sano que hay alrededor, y las 
células T helper (Th), que también aumentan la reacción inflamatoria activando 
macrófagos y promoviendo la producción de anticuerpos por las células B. 
Además, las células Th constan de diferentes subpoblaciones que incluyen las 
células Th1, que están más implicadas en la inmunidad mediada por células y 
que liberan mediadores pro-inflamatorios IL-2, IL-12, TNF-α e IFN-γ (Yilmaz et 
al., 2006), las células Th2, que promueven inmunidad humoral y producen 
citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 e IL-13 (Pelidou et al., 1999). (Liew, 
2002) y, por último, las células Treg, que tienen efectos supresores 
generalizados sobre otros linfocitos y secretan citoquinas anti-inflamatorias 
como TGF-β e IL-10 (Scheffold et al., 2007). 
 Los linfocitos tienen una función crucial en los procesos inflamatorios y 
están estrechamente relacionados con los efectos deletéreos en el ictus. Este 
hecho se comprobó tras la administración del inmunosupresor fingolimod que, 
entre otros efectos, inhibe la infiltración de células T en el tejido inflamatorio, y 
que reduce los volúmenes de infarto en modelos de isquemia en ratón (Macrez 
et al., 2011). 
1.3.2. La inmunidad innata en la isquemia cerebral: receptores toll-like 
1.3.2.1. Receptores toll-like (TLRs): origen, estructura y ligandos 
 Los receptores toll-like (TLRs) son una familia de receptores de 
reconocimiento de patrones (PRR) responsables de la identificación de 
patrones moleculares conservados asociados a patógeno (PAMPs) o a daño 
celular (DAMPs). Los TLR se identificaron inicialmente en Drosophila 
melanogaster como receptores Toll por su papel en el establecimiento de la 
polaridad dorsoventral en el desarrollo embrionario (Hashimoto et al., 1988). La 
primera demostración de que Toll estaba implicado en la inmunidad del 
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huésped se dio en 1996 cuando se observó que las moscas Drosophila 
deficientes de Toll eran vulnerables a experimentar infecciones por ciertos 
hongos (Lemaitre et al., 1996). Posteriormente, los homólogos en mamíferos 
fueron llamados receptores tipo toll (“toll-like”). En humanos se han identificado 
10 TLRs y en ratón 13 (Akira et al., 2006; Beutler et al., 2007; Medzhitov, 
2007). La familia de los TLRs se divide en receptores extracelulares e 
intracelulares. Los receptores TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6  y TLR11 se 
localizan en la superficie celular para reconocer a sus ligandos (PAMPs y 
DAMPs). Por el contrario, TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se expresan 
intracelularmente en compartimentos endosomales o lisosomales y en el 
retículo endoplasmático (Bode et al., 2012). 
 El primero de estos receptores que se describió fue TLR4. En 1998 se 
identificó una mutación en el gen TLR4 de distintas cepas de ratón que les 
provoca una respuesta reducida al lipopolisacárido de la pared de las bacterias 
gram negativas (Poltorak et al., 1998). Desde entonces, los TLRs en mamíferos 
han sido un foco muy importante en el campo de la inmunología. Tanto es así 
que los autores de los dos trabajos mencionados anteriormente, Bruce Beutler 
(Poltorak et al., 1998) y Jules A. Hoffmann (Lemaitre et al., 1996), fueron 
galardonados con el Premio Nobel de Medicina en 2011 por estos hallazgos. 
 Estructuralmente, los TLRs son glucoproteínas transmembrana tipo I con 
tres tipos de dominios: 1) dominio extracelular con repeticiones ricas en 
leucina, que son las responsables de unirse al ligando y forman una 
superhélice “diestra” que se extiende a lo largo del dominio y adopta la forma 
de una herradura; 2) dominio transmembrana; 3) dominio citoplasmático 
homólogo al de interleukina 1(IL-1) y que por tanto se denomina dominio del 
receptor Toll/IL-1 (TIR, del inglés Toll/interleukin-1 receptor) (Kondo et al., 
2012). Las porciones extracelulares de ambos tipos de receptores no están 
relacionadas estructuralmente. Los receptores de IL-1 poseen un dominio tipo 
inmunoglobulina, mientras que los TLRs se componen de las repeticiones ricas 
en leucina. Los miembros de la familia TLR contribuyen tanto a las 
interacciones célula-célula como a la señalización que une señales 
extracelulares a programas de expresión de genes específicos. TLR4 es el 
único que requiere un co-receptor para unirse al ligando (Figura 1.9). Este co-
 
 
receptor es una glicoproteína pequeña de unión a lípidos conocida como factor 
de diferenciación mieloide 2 (MD-2) (Park et al., 2009). 
 
Figura 1.9. ESTRUCTURA CRISTALIZADA DEL HOMODÍMERO DE TLR4. La dimerización de estos 
receptores es dependiente de unión a ligando. En este caso, vemos que dos complejos formado por 
TLR4-MD2 interaccionan simétricamente para formar el homodímero de TLR4 (Park et al., 2009). 
 
 Los receptores Toll de Drosophila y los receptores toll-like de mamíferos 
se han identificado como reguladores clave de las respuestas inmunes 
actuando como centinelas, concretamente en el reconocimiento directo de 
agentes infecciosos que se lleva a cabo por la señalización a través de NF-κB 
que conduce a la iniciación tanto de la respuesta inmune innata como de la 
adaptativa. Los TLRs de mamíferos reconocen directamente productos 
procedentes de distintos tipos de microorganismos, incluyendo virus, bacterias, 
hongos y parásitos. Son los llamados patrones moleculares asociados a 
patógenos (PAMPs) (Tabla 2). Por lo tanto, los TLRs representan la primera 
línea de defensa del huésped contra patógenos y tienen un papel fundamental 
en la inmunidad tanto innata como adquirida. Pero los TLRs también pueden 
reconocer una serie de ligandos endógenos (DAMPs) procedentes de células 
que están muriendo (o muertas) que liberan estas moléculas que los receptores 
interpretan como “señales de peligro” y les permitirá activar la señalización 
intracelular necesaria para repararlo (Tabla 3). 
 La unión a los ligandos promueve la homodimerización (TLR3 y TLR4) o 
la heterodimerización (TLR1, TLR2 y TLR6) del receptor que se inicia por 
enlaces cruzados entre ectodominios, los cuales a su vez provocan que los 
dominios de señalización intracelular de los receptores se aproximen. El 
dominio de señalización está compuesto por el dominio del receptor Toll-IL-1 
 
 
27 
 
INTRODUCCIÓN
(TIR), el cual está presente también en las proteínas adaptadoras intracelulares 
MyD88 y TRIF. 
 Se ha visto que los distintos TLRs se expresan en casi todos los tipos de 
células del SNC: células madre y progenitores neurales (Rolls et al., 2007) 
neuronas (Préhaud et al., 2005), astrocitos (Pernhorst et al., 2013), 
oligodendrocitos (Bsibsi et al., 2002) y microglía (Lehnardt et al., 2002; Olson 
and Miller, 2004) y cada TLR juega un papel biológico específico. Mientras que 
TLR4 es el único TLR que media tanto las respuestas de citoquinas 
proinflamatorias como de interferón tipo I, los dímeros de la superficie celular 
TLR1-TLR2, TLR2-TLR6 y TLR5 están sólo implicados en la inducción de 
citoquinas inflamatorias. Las diferentes moléculas adaptadoras que 
mencionábamos antes que contienen dominios TIR están asociadas a TLRs 
específicos y median o modulan su señalización intracelular (O'Neill and Bowie, 
2007).  
 
 
TABLA 2: Ligandos exógenos de los TLRs procedentes de virus y bacterias. Modificado de (Kondo 
et al., 2012) (Ver lista de abreviaturas) 
RECEPTOR LIGANDOS  (PAMPs)
TLR1 Triacil lipoproteína
TLR2
Lipoproteínas
Triacil lipoproteína
Diacil lipoproteína, LTA, zymosan
TLR3 ARNds
TLR4 LPS, proteínas de desarrollo viral
TLR5 Flagelina
TLR6 Diacil lipoproteína, ácido lipoteicoico, zimosan.
TLR7 ARNss
TLR9 ADN, hemozoin
TLR11
Molécula tipo profilina
Bacteria uropatogénica
 
 
 
TABLA 3: Ligandos endógenos de los TLRs mejor estudiados (modificado de (Yu et al., 2010; Lee et 
al., 2013b) (Ver lista de abreviaturas) 
1.3.2.2. Rutas de señalización de los TLRs 
 Tras el reconocimiento de sus respectivos DAMPs y PAMPs, los TLRs 
activan las rutas de señalización que proporcionan respuestas inmunológicas 
específicas. La respuesta específica iniciada por TLRs individuales depende 
del reclutamiento de una sola proteína adaptadora que contiene el dominio TIR 
o la combinación de éstas (MyD88, TIRAP, TRIF o TRAM) (Kawai and Akira, 
2010). MyD88 es utilizado por todos los TLRs, excepto por TLR3. Esta proteína 
transmite señales hasta que activa NF-κB y MAP quinasas y se induce la 
producción de citoquinas inflamatorias. TLR3 y 4 utilizan TRIF para activar una 
ruta alternativa que conduce también a la activación de NF-κB e IRF3 y la 
inducción de interferón tipo I y la producción de citoquinas inflamatorias 
(Takeuchi and Akira, 2010). Por lo tanto, como anteriormente señalábamos, 
TLR4 es el único TLR que recluta las cuatro proteínas adaptadoras y activa dos 
rutas de señalización distintas: la ruta “dependiente de MyD88” y la ruta 
“dependiente de TRIF” (Kawai and Akira, 2010) (Figura 1.10).  
RECEPTOR LIGANDOS ENDÓGENOS (DAMPs)
TLR2
Biglicano, endoplasmina, HMGB1, HSP60, HSP70, miosina cardiaca humana, ácido 
hialurónico , Gp96, beta-defensina3, proteína surfactante A y D cristales de urato 
monosódico neurotoxina derivada de eosinófilos, gangliósidos.
TLR3
ARNm y ARNs de interferencia pequeño (siRNA)
TLR4
Biglicano, CD138, cadena α-cristalina A, beta-defensina, endoplasmina, fibrinógeno, 
fibronectina, heparan sulfato, HMGB1, HSP22, HSP60, HSP70, HSP72, ácido 
hialurónico, cristales de urato monosódico, OxPAPC, resistina, proteínas S100, 
proteína surfactante A y D, elastasa de neutrófilos, lactoferrina, gangliósidos, ácidos 
grasos saturados y tenascina-C
TLR7 ARN y ARNs de interferencia pequeño (siRNA)
TLR8 Miosina cardiaca humana y siRNA
TLR9 Complejos de cromatina-IgG, complejos inmunes de DNA y HMGB1
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Figure 1.10. Rutas de señalización de TLR4: En situaciones patológicas los DAMPs y PAMPs se liberan 
y son reconocidos por TLR4. La unión entre el receptor y el ligando recluta y activa primero la ruta 
dependiente de MyD88, que inicia una cascada de señalización que produce la activación de AP-1 y NF-
κB e induce la expresión de los genes de citoquinas proinflamatorias. La otra ruta inducida por la 
activación de TLR4, conocida como ruta retrasada, es dependiente de TRIF y activa NF-κB e IRF3 que 
promueve la inducción de genes proinflamatorios e interferones tipo I. Figura adaptada de (Kawai and 
Akira, 2010) 
 
 Estas dos rutas tienen diferentes cinéticas. Así, TLR4 inicialmente 
recluta TIRAP y MyD88. TIRAP se localiza en la membrana plasmática vía su 
interacción con PIP2, donde sirve como puente entre MyD88 y TLR4 tras la 
unión a LPS. MyD88 activa las serina/treonina quinasas IRAK 1 y 4. Las IRAKs 
son entonces capaces de reclutar y activar el factor asociado al receptor del 
factor de necrosis tumoral 6 (TRAF-6), un dominio ubiquitín ligasa que activa la 
quinasa TAK1 a través de poliubiquitinación. TAK1, a su vez, activa el complejo 
IKK, el cual fosforila IκBs (inhibidores de NF-κB) y los etiqueta para su 
ubiquitinación y posterior degradación. Esto libera a NF-κB que se mueve hasta 
el núcleo y regula sus genes diana, incluyendo a los que codifican citoquinas 
proinflamatorias y MAP quinasas (Kagan and Medzhitov, 2006). 
Posteriormente, se transloca TLR4 en la membrana plasmática y por rutas 
dependientes de dinamina y clatrina se endocita y se reparte por vesículas 
 
 
intracelulares para formar un complejo con TRAM y TRIF, los cuales reclutan a 
TRAF3 y a la proteínas quinasas TBK1 e IKKi, las cuales catalizan la 
fosforilación de IRF3, que conduce a la expresión de interferón tipo I. TRAM-
TRIF también reclutan a TRAF6 y TAK1 para mediar la activación tardía de NF-
κB y MAP quinasas. Las vesículas intracelulares en las cuales TLR4 se 
distribuye son pequeños endosomas que reciclan la GTPasa Rab11a. Así, 
Rab11a regula específicamente la movilización de TLR4 de endosomas de 
reciclaje a fagosomas (Takeuchi and Akira, 2010; Kawai and Akira, 2011). 
 Cuando TLR4 finaliza su acción, es ubiquitinado y esto promueve su 
degradación. Hasta hace muy poco tiempo se pensaba que el único propósito 
para la movilización de TLR4 dentro de endosomas era permitir su degradación 
(Husebye et al., 2006). Sin embargo, algunas investigaciones recientes han 
revelado que esta internalización de TLR4 se requiere para una señalización 
completa. Esto se comprobó por Kagan y colaboradores que inhibieron la 
internalización de TLR4 en macrófagos y vieron que, aunque no había cambios 
en la ruta de NF-κB, la fosforilación de IRF3 estaba completamente abolida. 
Así, se dieron cuenta de que la internalización de TLR4 no servía sólo para 
reducir la señalización de TLR4, sino que permitía la activación de la vía 
TRAM-TRIF y la inducción de interferón tipo 1 en los endosomas (Kagan et al., 
2008; Tanimura et al., 2008). 
 El descubrimiento de que TLR4 se transloca a los endosomas para 
activar la ruta del interferón tipo I (IFN) también resolvió el misterio de por qué 
TLR4 era el único receptor asociado a membrana que podía activar la ruta 
IRF3. 
1.3.2.3. Funciones fisiológicas de los TLRs 
 Se sabe que los TLRs tienen diferentes papeles en condiciones tanto 
fisiológicas como patológicas. Aunque las funciones fisiológicas de los TLRs no 
están bien exploradas, se ha descrito su participación en procesos como la 
inflamación y la neurogénesis. En experimentos recientes se ha demostrado 
bajo condiciones fisiológicas, la inhibición de la proliferación neuronal por TLR4 
sobre la neurogénesis hipocampal (Rolls et al., 2007) en ratones adultos. 
También se ha visto la participación de los TLRs en otros procesos no inmunes 
como el metabolismo óseo (Bar-Shavit, 2008) y el desarrollo cerebral (Ma et al., 
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2007). Por otro lado, se ha estudiado la presencia de TLR4 en estructuras del 
SNC a las que se accede a través del torrente sanguíneo, como los órganos 
circunventriculares, los plexos coroideos y las leptomeninges (Laflamme and 
Rivest, 2001). El hecho de que TLR4 se exprese en estructuras desprovistas 
de BHE podría indicar un papel para el receptor como sensor para poner en 
marcha la respuesta inmune innata cerebral en caso de invasión durante una 
infección bacteriana sistémica. 
1.3.2.4. Funciones patológicas de los TLRs 
 Se ha demostrado la implicación de los TLRs en diversas patologías lo 
que indica que es imprescindible su participación en la formación del proceso 
inflamatorio. Así, se ha demostrado que los TLRs intervienen en diversos tipos 
de cáncer (Kaczanowska et al., 2013), enfermedades autoinmunes como el 
lupus eritematoso sistémico (Li et al., 2013), en artritis reumatoide (Radstake et 
al., 2004), en la enfermedad de Alzheimer (Fassbender et al., 2004; Jin et al., 
2008), en la enfermedad de Parkinson (Stefanova et al., 2011), aterosclerosis 
(Ding et al., 2012), y en isquemia cerebral (Cao et al., 2007; Caso et al., 2007; 
Tang et al., 2007). TLR4 se sobreexpresa en muchas enfermedades 
neurodegenerativas y de daño neuronal, y también aumenta la expresión 
cuando las neuronas se exponen a proteínas tóxicas y a productos de la 
peroxidación lipídica.   
1.3.2.4.1. TLR4 en el daño agudo por el ictus 
 En la isquemia cerebral, nuestro grupo fue pionero en descubrir la 
implicación de TLR4 en el daño cerebral isquémico (Caso et al., 2007). Pero se 
sabe que no sólo TLR4 está implicado en el daño, sino que TLR2 también 
(Hyakkoku et al., 2010). De hecho, hay distintas evidencias experimentales que 
demuestran que la deficiencia de TLR2 o TLR4 atenúa significativamente el 
daño cerebral isquémico (Cao et al., 2007; Caso et al., 2007; Tang et al., 2007) 
y suprime la expresión de citoquinas inflamatorias en células inmunes 
infiltradas un día después de la isquemia-reperfusión en ratones (Shichita et al., 
2012b). Concretamente, se ha descrito en los ratones deficientes para TLR4 
una menor expresión de mediadores inflamatorios cuando hay daño cerebral, 
 
 
como IRF-1, iNOS y COX-2, menores niveles de IFN-β, así como expresión 
reducida de las metaloproteinasas de matriz 9 (MMP-9) (Caso et al., 2007) . 
 El hecho de que los TLRs se expresen tanto en células circulantes como 
en células cerebrales hace difícil comprender los complejos mecanismos 
inflamatorios de su activación en el cerebro isquémico. También queda por 
aclarar si el efecto de los TLRs sobre las células cerebrales es neurotóxico o 
neuroprotector. Las células cerebrales, que se activan por daño isquémico, 
también contribuyen a la inflamación post-isquémica produciendo mediadores 
inflamatorios como TNF-α, óxido nítrico (NO) y MMPs que regulan la 
permeabilidad cerebrovascular y aumentan el edema cerebral (Takano et al., 
2009). Pero los TLRs también han sido implicados en procesos de 
neuroprotección como en el próximo apartado veremos.  
 No se conoce bien el papel de la expresión cerebral o periférica de TLR2 
y TLR4 en el ictus pero estudios recientes en modelos de isquemia cardiaca en 
los que se usó médula ósea de ratones quiméricos mostraron que cuando los 
ratones que expresaban de forma normal TLR2 se trasplantaron con médula 
ósea de ratones deficientes para TLR2 se observaba mayor protección en el 
daño por isquemia y reperfusión cardiaca mostrando así una contribución 
periférica muy elevada (Arslan et al., 2010). Más aún, en otro estudio en el que 
se trasplantaba la médula ósea entre animales TLR4+/+ y TLR4-/- se observó 
que los TLR4+/+ que recibían médula de los TLR4-/- presentaban una reducción 
significativa del edema y del tamaño del infarto cerebral, mostrando de nuevo, 
en este caso, una elevada contribución periférica en la génesis del daño 
isquémico (Yang et al., 2011).  
1.3.2.4.2. TLR4 como mecanismo neuroprotector 
 También se ha visto que los bajos niveles de activación de TLR4 son 
beneficiosos para el sistema nervioso central y que conducen a una respuesta 
inmune leve, y una producción de interferón y muerte neuronal reducidas. Por 
ejemplo, bajas dosis de LPS aplicadas en el SNC (Vartanian et al., 2011) o 
cortos eventos isquémicos (Pradillo et al., 2009), disminuyen el daño neuronal 
en la lesión posterior, en un fenómeno conocido como precondicionamiento 
isquémico. Se ha visto que TLR4 participa en el precondicionamiento 
isquémico (PCI) (Konstantinov et al., 2004; Pradillo et al., 2009). La 
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señalización de TLR4 activa NF-κB, que conduce a la expresión de TNF, iNOS 
y COX-2, lo cual es requerido para evocar un efecto de precondicionamiento. 
Por último, la microglía activándose a través de la ruta de señalización de TLR, 
produce factores neurotróficos para la reparación tisular (Lai and Todd, 2006). 
1.3.3. La inmunidad adquirida en la isquemia cerebral 
 La respuesta de la inmunidad adquirida representa un salto evolutivo 
que confiere un mecanismo de defensa mucho más eficaz contra infecciones y 
daño celular que la propia inmunidad innata. La respuesta adquirida es más 
tardía, requiere un periodo de tiempo, necesita de la participación de los 
linfocitos y tiene “memoria” de procesos previos.  
 La respuesta se inicia cuando los DAMPs preparan a las células 
dendríticas (CD) para reconocer los antígenos. Se sabe que las CD son una 
clase especial de células presentadoras de antígenos (APCs) que constituyen 
el nexo de unión entre la inmunidad innata y la adquirida. Se ha descrito que 
las APCs y en particular las CD se acumulan en el parénquima cerebral tras la 
isquemia, y dicho aumento coincide con el pico de infiltración de linfocitos. No 
se conoce cuál es la función exacta de estas células, pero se sabe que ponen 
en marcha el reconocimiento de los antígenos cerebrales (como la proteína 
básica de mielina –MBP– y péptidos relacionados) por parte de los linfocitos T. 
A su vez los linfocitos B producen anticuerpos frente a dichos antígenos. Esta 
respuesta adquirida tiene el potencial de inducir fenómenos de autoinmunidad 
frente a antígenos propios; sin embargo, no está claro si los procesos de 
autoinmunidad son deletéreos o beneficiosos (Iadecola and Anrather, 2011; 
Chamorro et al., 2012). Podrían ser deletéreos ya que, tras el reconocimiento 
de los antígenos por parte de los linfocitos T infiltrantes, éstos responden 
proliferando y diferenciándose a células efectoras con propiedades citotóxicas y 
citoprotectoras. Los linfocitos T y las células T, a través de la producción de 
IFN- e IL-17 respectivamente, tienen una función crucial en los procesos 
inflamatorios que potencian el daño, como se demuestra por el hecho de que 
los animales deficientes en linfocitos T presentan menor daño isquémico 
(Yilmaz et al., 2006; Hurn et al., 2007). 
 De forma contraria, los procesos autoinmunes pueden ser beneficiosos 
ya que las células T autoinmunes y otra subpoblación de linfocitos T, los T 
 
 
reguladores (Treg) son citoprotectores y promueven la reparación tisular 
(Moalem et al., 1999; Becker, 2009). Así por ejemplo, la inducción de tolerancia 
inmunológica por aplicación de antígenos cerebrales previo a la isquemia 
produce un menor infarto cerebral y promueve la reparación (Becker, 2009); las 
propias neuronas, los astrocitos y la microglía, mediante la producción de TGF-
, promueven el desarrollo de linfocitos Treg que secretan citoquinas 
antiinflamatorias como la IL-10 y TGF- que son protectores; de hecho, las 
células Treg son protectoras en modelos de isquemia experimental (Liesz et al., 
2009).  
1.4. NEUROGÉNESIS E ICTUS 
 Se ha observado que, después de sufrir un ictus, los pacientes 
experimentan un lento pero persistente proceso espontáneo de recuperación 
que tiene lugar durante meses. Considerando que gran parte de la 
recuperación inicial se debe fundamentalmente a la resolución del edema, la 
recuperación tardía es debida a procesos de neurorreparación que potencian la 
plasticidad cerebral. En los últimos años, se ha demostrado que los 
tratamientos moduladores para la reparación cerebral, como son las terapias 
basadas en factores tróficos (VEGF, BDNF, NGF, G-CSF) y en células madre, 
pueden promover plasticidad cerebral a través de procesos como la 
neurogénesis, sinaptogénesis y angiogénesis, todo lo cual tendrá un impacto 
positivo sobre la recuperación funcional (Kalladka and Muir, 2014; Liu et al., 
2014). 
1.4.1. Neurogénesis adulta 
 Se define neurogénesis como el proceso de generación de nuevas 
neuronas funcionales procedentes de precursores en el SNC, tanto de 
neuronas como de células gliales, procedentes de células madre neurales. 
 En 1962, Joseph Altman fue el primero en describir nuevas neuronas en 
el cerebro adulto (Altman, 1962; rev. en Arvidsson et al., 2001) ya que, hasta 
entonces, se pensaba que la neurogénesis era un proceso restringido al 
desarrollo embrionario. En 1977, se demostró la generación de nuevas 
neuronas en el giro dentado y el bulbo olfatorio de ratas adultas (Kaplan and 
Hinds, 1977). En condiciones basales, la neurogénesis se produce en dos 
regiones del cerebro adulto: en la zona subgranular (SGZ) del giro dentado del 
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hipocampo, de la cual las nuevas neuronas migran hacia la capa de células 
granulares, y en la zona subventricular (ZSV) que ocupa la pared externa de 
los ventrículos laterales del cerebro anterior, de la cual los neuroblastos migran 
a través de la ruta migratoria rostral al bulbo olfatorio (Figura 1.11.). (Para 
revisión ver (Gage, 2000; Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). 
 
Figura 1.11. Sección sagital mostrando las dos zonas neurogénicas del cerebro adulto: la zona 
subventricular (SVZ) desde donde los neuroblastos migran a lo largo de la ruta migratoria rostral (RMS) 
hasta el bulbo olfatorio (OB); y la zona subgranular (SGZ) del giro dentado (DG) del hipocampo desde 
donde las células migran hasta la capa granular adyacente (GCL). (Greenberg and Jin, 2005) 
 
 El proceso de neurogénesis se compone de 3 fases: proliferación, 
migración y diferenciación y supervivencia. Cada una de estas fases se regula 
por diferentes mecanismos que iremos describiendo más adelante. 
1.4.1.1. Etapas de la neurogénesis 
- Proliferación 
 Las células que proliferan en los nichos neurogénicos son las células 
madre y los progenitores neurales. Las células madre neurales (NSCs) exhiben 
tres características cardinales:  
1- Capacidad de auto-renovación, teóricamente ilimitada para producir 
progenie similar a ella. 
2- Capacidad proliferativa, que les permite continuar sufriendo mitosis (con 
ciclos celulares bastante largos). 
 
 
3- Capacidad multipotente para producir los distintos linajes 
neuroectodérmicos del SNC, que incluyen la producción de neuronas, 
astrocitos y oligodendrocitos. 
 Las células madre neurales (NSCs) de la ZSV se pueden identificar 
mediante diferentes marcadores (Figura 1.12 y 1.13) y por su capacidad para 
formar neuroesferas que dan lugar a múltiples tipos celulares in vitro (Reynolds 
and Weiss, 1992; Sohur et al., 2006). 
 Las células progenitoras neurales, en cambio, poseen una capacidad de 
autorrenovación y un potencial de diferenciación limitados.  
- Migración de neuroblastos desde la ZSV 
 La migración constitutiva se da desde la ZSV, donde los neuroblastos 
migran de forma tangencial a lo largo de la ruta migratoria rostral (RMS) y 
llegan hasta el bulbo olfatorio (para revisión (Cayre et al., 2009)). Los 
neuroblastos forman cadenas y migran uno tras otro bajo la influencia de 
moléculas de superficie celular, como PSA-NCAM, proteínas de matriz 
extracelular y factores tróficos (Doetsch and Alvarez-Buylla, 1996; Hu et al., 
1996; Hagg, 2005) Las cadenas de neuroblastos están estrechamente 
asociadas a los vasos sanguíneos que forman un soporte migratorio y median 
la migración de neuroblastos a través de la señalización por BDNF (Snapyan et 
al., 2009; Whitman et al., 2009). Los procesos gliales de los astrocitos 
acompañan a las cadenas de neuroblastos para formar los tubos gliales y 
regular los movimientos celulares vía señalización por GABA (Bolteus and 
Bordey, 2004). La presencia de sustratos inhibidores y atrayentes en la RMS y 
la falta de espacio disponible en los circuitos adultos para permitir la integración 
de nuevas células, en general, restringe la migración de las NSCs y de los 
progenitores neurales para remplazar tipos específicos de neuronas y glía en 
distintas regiones del SNC (Christie and Turnley, 2012).  
 
- Diferenciación y supervivencia de nuevas neuronas 
 En el proceso fisiológico de la neurogénesis, los neuroblastos alcanzan 
su destino en el bulbo olfatorio o en la capa granular del giro dentado donde se 
diferencian a neuronas maduras y se integran funcionalmente en el tejido 
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(Paton and Nottebohm, 1984). Pero son muy pocas las nuevas neuronas que 
sobreviven a largo plazo (Kempermann et al., 2003). De hecho, la mayoría de 
células nuevas es eliminada por apoptosis durante los primeros días y la 
microglía es la encargada de fagocitarlas (Sierra et al., 2010; Gemma and 
Bachstetter, 2013). 
 Es importante poder identificar los distintos tipos celulares que llevan a 
cabo cada etapa del proceso neurogénico y, para ello, hay una serie de 
marcadores celulares que nos permiten distinguirlas y poder clasificarlas de 
una forma más precisa y detallada (Figuras 1.12 y 1.13).  
 
 
Figura 1.12. Marcadores para identificar células en los nichos neurogénicos (conclusiones extraídas 
de (Kempermann et al., 2004; Pastrana et al., 2009; Ming and Song, 2011; Codega et al., 2014) 
 
1.4.1.2. Modelo de neurogénesis adulta de Kempermann 
 La neurogénesis adulta, en comparación con la embrionaria, tiene una 
serie de limitaciones que conviene repasar para abordar mejor su estudio. 
Ambas difieren, al menos, en dos aspectos fundamentales. La neurogénesis 
adulta procede de un ambiente que no está programado para promover 
neurogénesis porque su propio desarrollo ha cesado. El desarrollo neuronal en 
el adulto requiere el mantenimiento de un microambiente permisivo. La 
segunda diferencia fundamental es que la neurogénesis adulta ya no muestra 
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nada de la progresión masiva de los distintos estados de desarrollo. En el 
hipocampo adulto, en un mismo instante podemos encontrar neuronas de todos 
los estados de desarrollo. Por tanto, la neurogénesis adulta es un proceso 
individualizado, no un evento poblacional (Kempermann et al., 2004). 
 El principal problema que hay con la descripción bastante superficial que 
se hace hoy en día de la neurogénesis adulta es que: i) no refleja que la 
población de células que se divide sea heterogénea, ii) la neurogénesis está 
intercalada o mezclada con la gliogénesis, iii) la mayoría de las células 
generadas de novo mueren, iv) no está claro en qué momento del desarrollo se 
decide la elección de destino hacia la diferenciación neuronal y dónde está el 
punto de restricción crucial de “no retorno” (Kempermann et al., 2004). 
 Kempermann y colaboradores proponen un modelo de desarrollo en seis 
fases (Figura 1.13), basado en criterios tanto morfológicos como de expresión 
de algunos marcadores clave. Estas seis fases son: (el uso de nomenclatura 
distintivo que hacen para el hipocampo tiene la intención de evitar que se 
equipare conceptualmente y de forma prematura con la situación en la ZSV) 
- Fase 1: se dividen las células madre (células tipo 1) y dan lugar a las 
células tipo 2. Estas células expresan el marcador astrocítico GFAP y 
nestina y se cree que se dividen asimétricamente. Estas células tienen 
apariencia de glía radial (en la zona ventricular embrionaria tienen 
propiedades de célula madre y potencial neurogénico dependiente de 
región). En el hipocampo, las células tipo glía-radial proporcionan el 
andamiaje necesario para el desarrollo normal del giro dentado. 
- Fases 2 a 4: son tres fases consecutivas de células progenitoras que se 
amplifican transitoriamente y que difieren entre sí por su potencial 
proliferativo y su diferenciación neuronal; las células tipo 2 tienen una 
morfología distinta que sugiere capacidad de migración tangencial. Son 
GFAP negativas y muy proliferativas. Hay dos subtipos, ambos nestina 
positivos: el subtipo a, negativo para doblecortina, y el subtipo b, positivo 
para doblecortina. Las células tipo 3 son positivas para doblecortina y 
negativas para nestina y también son proliferativas. 
- Fase 5: estado posmitótico transitorio, durante el cual se establece la red 
de conexiones y se da la selección de supervivencia a largo plazo. 
Persiste la expresión de doblecortina y también se expresa calretinina. 
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- Fase 6: diferenciación a nuevas células granulares que expresan 
calbindina.  
 
 
Figura 1.13. Secuencia de tipos celulares propuesta en neurogénesis adulta. Son seis estados de 
desarrollo neuronal basados en la morfología, la capacidad proliferativa y la expresión de distintos 
marcadores. Adaptada de (Kempermann et al., 2004; Ming and Song, 2011). 
1.4.2. Neurogénesis adulta e ictus 
 En 1998, Liu et al. fueron los primeros en describir la neurogénesis en el 
giro dentado después de la isquemia global en los jerbos (Liu et al., 1998). A 
partir de entonces, varios trabajos confirmaron esta observación: la isquemia 
cerebral induce un aumento de la neurogénesis en la ZSG (Arvidsson et al., 
2001) y en la ZSV en la rata (Jin et al., 2001; Zhang et al., 2001). La 
neurogénesis también se ha descrito en el cerebro humano después de un 
ictus (Eriksson et al., 1998). Sin embargo, los mecanismos que regulan la 
neurogénesis son todavía bastante desconocidos. 
1.4.2.1. Migración de neuroblastos desde la ZSV tras ictus 
 Después de producirse la isquemia, un gran número de neuroblastos de 
la ZSV son capaces de superar la estrecha regulación que existe para salir de 
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su ruta normal y migrar hacia la región de tejido infartado (Zhang et al., 2001; 
Arvidsson et al., 2002; Jin et al., 2003; Saha et al., 2012) (Figura 1.14).  
 
Figura 1.14. Representación sagital del cerebro en el que se muestra cómo algunos neuroblastos se 
desvían de su ruta migratoria hacia la lesión cortical (Saha et al., 2012). OB (Bulbo olfatorio); Cx (corteza); 
CC (cuerpo calloso); SVZ (Zona subventricular); V (ventrículo); RMS (ruta migratoria rostral); L (lesión 
isquémica) 
 
 La migración de neuroblastos hacia el daño comienza de 3 a 4 días tras 
el ictus y permanece durante varias semanas, llegando incluso a 4 meses 
(Thored et al., 2007). Los neuroblastos se dirigen hacia la zona infartada 
gracias a las interacciones que se llevan a cabo con otras células y con 
distintas señales moleculares. En el tejido cerebral dañado, el ambiente es 
totalmente diferente al del nicho neurogénico adulto normal o al del sistema 
nervioso en desarrollo. Este ambiente de daño produce una gran influencia 
sobre la función de las NSCs que en algunos casos parecen tener anulado su 
programa normal de destino. Este es el caso de los estudios experimentales 
con NSCs de la ZSV, que pueden recibir el estímulo de daño lejos de su ruta 
migratoria normal (hacia el bulbo olfatorio) y ser capaces de desviarse hacia el 
sitio del daño neuronal, un proceso en gran medida inducido por mediadores 
inflamatorios (Christie and Turnley, 2012). 
1.4.2.2. Diferenciación e integración de neuronas maduras tras ictus 
 Tras un ictus, la cantidad de células nuevas diferenciadas en la corteza 
es muy superior a las que hay en condiciones fisiológicas. Estas células nuevas 
se desvían de su trayectoria hacia la zona dañada y se diferencian e integran 
allí. Pero, al igual que ocurre en condiciones fisiológicas, el porcentaje de 
neuronas nuevas que sobrevive a largo plazo es muy bajo. Las neuronas que 
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no sobreviven, mueren por apoptosis a los pocos días y son fagocitadas por 
microglía ameboide tras el daño tisular (Sierra et al., 2010). 
1.5. FACTORES QUE MODIFICAN LA NEUROGÉNESIS 
1.5.1. Respuesta inmune (TLR4) 
 Como ya se ha comentado previamente, TLR4 interviene en la 
inflamación que produce daño cerebral en la fase aguda del ictus. Sin embargo, 
la respuesta inflamatoria desencadenada por TLR4 podría desempeñar 
diferentes funciones como modulador de la neurogénesis. Actualmente, existe 
un gran debate sobre el doble papel de la inflamación como potenciador o 
supresor del proceso de neurogénesis (Russo et al., 2011).  De hecho, se ha 
publicado que TLR4 inhibe la proliferación y diferenciación neuronal en 
condiciones fisiológicas (Rolls et al., 2007), que la microglía promueve la 
muerte de las células en desarrollo (Ekdahl et al., 2003; Marín-Teva et al., 
2004) y que la administración de minociclina, que inhibe específicamente la 
activación de la microglía, es un tratamiento eficaz para restablecer la 
neurogénesis (Ekdahl et al., 2003). 
 A pesar de esto, se sabe que un proceso inflamatorio bien regulado es 
esencial para la reparación de tejidos y, de hecho, las evidencias sugieren que 
la microglía activada puede ser beneficiosa, por ejemplo, para promover la 
migración y la diferenciación de células precursoras neuronales (Aarum et al., 
2003; Hanisch and Kettenmann, 2007) y por su función fagocítica eliminando 
células muertas en la zona afectada (Sierra et al., 2010). Las discrepancias 
entre las propiedades pro y anti-neurogénicas de la inflamación puede 
depender del tipo celular, como la microglía, los macrófagos y/o los astrocitos 
que se activen, pero también del entorno molecular y de la duración de la 
inflamación. 
 En este contexto, se ha descrito la implicación de varios TLRs (TLR4, 2, 
3 y 8) en la modulación de la neurogénesis con diferentes funciones (Rolls et 
al., 2007; Lathia et al., 2008). Tanto in vitro como in vivo, se ha demostrado 
que, mientras que TLR2 provoca un aumento en la neurogénesis, TLR4 induce 
una inhibición de la proliferación y diferenciación neuronal en condiciones 
fisiológicas (Rolls et al., 2007). 
 
 
 En resumen, no hay datos sobre el posible papel de los TLRs en la 
neurogénesis en el contexto de la isquemia cerebral. Si además consideramos 
que la isquemia induce un aumento en la expresión de los receptores, al menos 
de TLR2 y TLR4, la función que los TLR pueden tener en este contexto es 
variable en función de factores como el tipo celular que expresan TLRs, área 
cerebral, ligandos exógenos/endógenos, etc. Por ello, el estudio del papel de 
TLR4 en la neurogénesis es objetivo de esta tesis doctoral. 
1.5.2. Envejecimiento 
 El envejecimiento o senescencia es un proceso acumulativo de 
cambios moleculares deletéreo, progresivo, intrínseco y universal que con el 
tiempo ocurre en todo ser vivo a consecuencia de la interacción de la genética 
del individuo y el medio ambiente en el que se encuentra. 
1.5.2.1. Envejecimiento e ictus  
 El ictus es una enfermedad que se padece principalmente en la vejez y, 
al igual que otras enfermedades cerebrales relacionadas con la edad y como 
se comentó al principio, es la principal causa de discapacidad física y mental 
para la cual no existe un tratamiento satisfactorio. Además, la vejez ha sido 
asociada con una mayor susceptibilidad a padecer ictus y a una pobre 
recuperación del tejido dañado (para revisión ver (Popa-Wagner et al., 2011). 
 A pesar de ser evidente que el envejecimiento es un factor de riesgo 
para el ictus (Seshadri et al., 2006), la mayoría de estudios experimentales de 
isquemia cerebral utilizan animales adultos jóvenes debido a que su 
disponibilidad es mayor, el coste más reducido y los problemas de salud 
también son menores. Pero esta circunstancia podría suponer que no se 
replicaran completamente los efectos de la isquemia sobre el tejido neural en 
animales viejos (Markus et al., 2005). Desde esta perspectiva, los modelos de 
ictus en animales viejos son clínicamente más relevantes para el estudio de la 
enfermedad ((STAIR), 1999; Moskowitz et al., 2013). La disparidad entre los 
estudios con modelos experimentales y los estudios clínicos podría deberse a 
la gran cantidad de cambios que se dan en el envejecimiento, como las 
alteraciones que ocurren en la barrera hematoencefálica (BHE), incluyendo la 
remodelación de la matriz extracelular, la expresión reducida de ocludinas, 
cambios en la composición lipídica y proteínica, alteraciones en nutrientes y 
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transporte de proteínas y reactividad reducida a la neurotransmisión β-
adrenérgica. Estas alteraciones hacen a la barrera más vulnerable a un daño 
como la isquemia. El cese de flujo sanguíneo cerebral y la consiguiente falta de 
oxígeno en el tejido pueden conducir a una mayor permeabilidad de la BHE por 
una progresiva pérdida de componentes antigénicos de la lámina basal y la 
matriz extracelular, así como alteraciones en las interacciones entre las células 
endoteliales y entre matriz y célula (DiNapoli et al., 2008). Por otro lado, la edad 
avanzada se asocia con anomalías en el flujo glucolítico, en la producción de 
lactato, en la oxidación y en la producción de energía (Hoyer, 1987). 
1.5.2.2. Envejecimiento e inflamación 
 Con la edad avanzada, el sistema inmune va perdiendo la capacidad de 
dar una respuesta efectiva contra patógenos infecciosos o enfermedades, 
debido a cambios complejos que ocasionan un deterioro gradual denominado 
colectivamente inmunosenescencia (Chamorro et al., 2007). Esta condición 
se ha demostrado en diversas especies incluyendo a los seres humanos y 
contribuye a la morbilidad y la mortalidad debido a la mayor incidencia o 
reactivación de enfermedades infecciosas, así como el posible aumento de 
susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes y el cáncer. La disfunción 
inmune relacionada con la edad se caracteriza por cambios en células inmunes 
innatas, causada por la involución del tejido linfoide y la sobrecarga antigénica 
crónica. El estrés antigénico afecta al sistema inmune a lo largo de la vida con 
una activación progresiva y con la generación de respuestas inflamatorias 
implicadas en la fisiopatología de las enfermedades relacionadas con la edad 
(Conover and Shook, 2011). Pero, a esta situación compleja hay que añadir un 
fenómeno con características opuestas que se da simultáneamente en el 
envejecimiento y que se acuña como: “inflamm-aging” que se define como la 
inflamación crónica de bajo grado típica de la vejez (Franceschi et al., 2000). 
Es la reducción global en la capacidad de hacer frente a una gran variedad de 
factores de estrés y al aumento simultáneo de la inflamación, y que parece ser 
un factor biológico común en las enfermedades típicas de la vejez. La reacción 
inflamatoria local causada por el daño isquémico procede de un aumento de la 
microglía activada y de las células inflamatorias infiltradas, las cuales liberan 
citoquinas pro-inflamatorias y ROS en el sitio del daño (Popa-Wagner et al., 
 
 
2011). Otro evento celular importante asociado con una recuperación 
estructural y funcional reducida tras ictus en animales viejos es la formación 
temprana de la cicatriz en la región del infarto debido a un aumento prematuro 
de la proliferación celular post-isquemia en estos animales (Popa-Wagner et 
al., 2011). 
1.5.2.3. Envejecimiento y neurogénesis 
 El envejecimiento fisiológico está asociado con una reducción progresiva 
en la capacidad regenerativa de muchos órganos, lo cual resulta en el deterioro 
y poca reparación del tejido dañado (Hamilton et al., 2013). Igualmente, la 
generación de nuevas neuronas va disminuyendo continuamente en el cerebro 
de los roedores. Este proceso se debe principalmente a la reducción general en 
la proliferación de precursores, que parece estar mediada principalmente por 
alteraciones relacionadas con la edad en el microambiente celular (Conover 
and Shook, 2011) (Figura 1.15). Se ha demostrado que esta reducción en la 
proliferación no sólo está causada por una reducción general en el número de 
precursores sino también por alteraciones en subtipos celulares específicos y 
en su actividad proliferativa. Así, por ejemplo, mientras que en animales 
jóvenes (3 meses) el tipo celular que más se estimula es la glía radial (o tipo 1) 
y el subtipo de célula precursora más diferenciada (o células tipo 2b), en 
animales viejos (16 meses) el tipo que se estimula son los precursores tipo 2a. 
(Walter et al., 2010) (Figura 1.15). También los cambios sistémicos 
dependientes de la edad pueden modular la neurogénesis tanto en nichos 
neurogénicos jóvenes como en viejos, que potencialmente contribuyen a la 
disminución de la capacidad regenerativa observada en el cerebro viejo normal 
(Villeda et al., 2011). Pero también se ha visto que la capacidad de la 
neurogénesis de responder al daño se mantiene en cerebros viejos (para 
revisión (Popa-Wagner et al., 2011)). Sin embargo, no hay consenso sobre si la 
neurogénesis está aumentada o reducida tras ictus en animales viejos (Jin et 
al., 2004; Darsalia et al., 2005) y sobre el papel de la “inflam-aging” en la 
neurogénesis tras ictus (Drapeau and Nora Abrous, 2008; Conover and Shook, 
2011). 
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Figura 1.15. Citoarquitectura comparativa de la ZSV en ratones jóvenes y viejos. El cuadro rojo en 
cada sección de la parte superior corresponde a la representación detallada en la parte inferior (adaptada 
de la revisión (Walter et al., 2010; Conover and Shook, 2011)) 
 
 A pesar de la reducción de la proliferación basal en la ZSV dependiente 
de la edad, el número de nuevas neuronas estriatales generadas por el ictus es 
similar en ratas jóvenes y viejas (Darsalia et al., 2005). La capacidad 
regenerativa en los viejos también es un área por explorar, a pesar del hecho 
de que la edad avanzada está asociada con una mayor susceptibilidad al ictus 
y una peor recuperación del daño cerebral (Popa-Wagner et al., 2011).
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
2.1. JUSTIFICACIÓN 
 El ictus es una enfermedad devastadora que se posiciona como la 
segunda causa de muerte en el mundo y la primera de discapacidad a largo 
plazo. Aunque se ha llevado a cabo una gran inversión en la búsqueda de 
fármacos neuroprotectores, la traslación de terapias efectivas a nivel 
experimental ha fracasado en la clínica. De hecho, el único tratamiento 
aprobado es la recanalización del vaso ocluido por medio de la administración 
intravenosa de rt-PA, sin embargo, debido a los criterios de inclusión, muy 
pocos pacientes pueden beneficiarse de este tratamiento. Además, su uso está 
muy restringido por sus efectos secundarios, principalmente porque aumentan 
la transformación hemorrágica. 
 Existen diversos motivos por los que podría explicarse la falta de 
traslación a la clínica como son el uso de modelos experimentales 
inadecuados,  el uso de animales jóvenes y sanos, las ventanas terapéuticas 
ensayadas, etc.  
 Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevas terapias 
neuroprotectoras y neurorreparadoras (potenciando procesos naturales 
endógenos como la neurogénesis),  para el tratamiento en fase aguda y crónica 
de esta patología.  
 Además, el ictus es una enfermedad con más susceptibilidad a 
padecerse en la vejez, por tanto, deberían utilizarse animales de edad 
avanzada, tratando de imitar las condiciones que ocurren con más frecuencia 
en la clínica. 
 
 
 
 
 
2.2. HIPÓTESIS 
 El receptor TLR4 está implicado en el ictus isquémico, tanto en la fase 
aguda mediando el daño, como en una fase más tardía modulando procesos 
de neurorreparación (neurogénesis). Estos procesos son dependientes de la 
edad. 
 
2.3. OBJETIVOS 
Los objetivos planteados para demostrar esta hipótesis son: 
2.2.1. Estudio de la implicación del receptor TLR4 como mediador 
de daño en la fase aguda y de neurorreparación en la fase crónica. 
A – Estudio de la implicación del receptor TLR4 en el proceso de neurogénesis 
tras ictus isquémico, valorando la proliferación, migración y la formación de 
nuevas neuronas en la corteza peri-infarto. 
B – Estudio de la implicación del receptor TLR4 en la inflamación tanto a nivel 
central (microgliosis en la zona de peri-infarto e infiltración) como a nivel 
periférico (circulación sistémica) tras ictus isquémico.    
 
2.2.2. Estudio de la influencia de la edad 
A – Estudio de la influencia de la edad en el proceso de neurogénesis tras ictus 
isquémico, valorando la proliferación, migración y la formación de nuevas 
neuronas en la corteza peri-infarto. 
B – Estudio de la influencia de la edad en la inflamación tanto a nivel central 
(microgliosis en la zona de peri-infarto e infiltración) como a nivel periférico 
(circulación sistémica) tras ictus isquémico. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. DISEÑO DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL 
3.1.1. Animales 
 Se utilizaron ratones macho C57BL/10ScNJ que no expresan TLR4 
(TLR4-/-) por una deleción natural total del gen de TLR4; y ratones macho 
C57BL/10J que no expresan la mutación y que por tanto se consideran como 
grupo control (TLR4+/+). Los animales son de dos grupos de edad: adultos 
jóvenes (2-3 meses) y viejos (12-14 meses) procedentes de Jackson Labs, Bar 
Harbor, Me.  
 Todos los protocolos experimentales se rigieron por las directrices de 
experimentación animal del Comité de la Universidad Complutense de Madrid 
(directivas de la UE 86/609/CEE y 2003/65/CE). Los ratones han permanecido 
bajo condiciones estándar de temperatura y humedad y ciclos de luz y 
oscuridad de 12 horas con acceso libre a comida y agua. 
3.1.2. Modelo experimental. Inducción de isquemia focal permanente 
 Las cirugías se realizaron bajo anestesia compuesta por 2% de 
isoflurano en una mezcla de O2 y aire comprimido (0.2/0.8 L/min). Durante la 
cirugía, la temperatura corporal se controló con una sonda de temperatura 
rectal, y se mantuvo a 37 ± 0,5ºC usando una manta térmica sobre la cual se 
coloca al animal. El procedimiento quirúrgico fue una variante del descrito por 
Chen (Chen et al., 1986). Brevemente, se hace una incisión en la línea media 
entre el lateral del ojo izquierdo y el canal auditivo externo para exponer y 
retraer el músculo temporal. Tras una pequeña craneotomía (2 mm) se expone 
la arteria cerebral media (ACM) izquierda sobre la fisura rinal y se liga de forma 
permanente (MCAO) con una sutura de 9/0 (Nylon, S&T). Las oclusiones se 
realizaron por debajo de la bifurcación proximal (a lo que llamaremos oclusión 
proximal) o en la rama distal posterior (a lo que llamaremos oclusión distal), 
según el caso (Figura 3.1 a y b). La interrupción del flujo sanguíneo se confirmó 
bajo el microscopio quirúrgico (WILD M650). Los ratones en los que se expuso 
la ACM pero no se ocluyó fueron utilizados como controles sham. Después de 
la cirugía, los ratones fueron devueltos a sus jaulas con libre acceso a comida y 
agua. 
 
 
 
 
Figura 3.1. Modelo de oclusión permanente de la arteria cerebral media. (A) Disposición de las ramas 
anterior y posterior de la ACM. (B) Lugar de la oclusión proximal de la ACM. 
 
3.1.3. Grupos experimentales 
 Todos los grupos se hicieron y cuantificaron de forma aleatoria por 
investigadores que desconocían qué animales componían cada grupo (Tabla 
4). Todos los experimentos constarán de grupos de animales isquémicos 
(MCAO) y de controles sham. 
JÓVENES (2-4 MESES)  VIEJOS (12-14 MESES) 
Naive TLR4
+/+
  Naive TLR4
+/+
 
Naive TLR4
+/+
  Naive TLR4
+/+
 
Sham TLR4
+/+
  Sham TLR4
+/+
 
Sham TLR4 
-/-
  Sham TLR4 
-/-
 
MCAO proximal TLR4
+/+
  MCAO proximal TLR4
+/+
 
MCAO distal TLR4
+/+
  MCAO distal TLR4
+/+
 
MCAO proximal TLR4
-/-
  MCAO proximal TLR4
-/-
 
 
Tabla 4. Grupos experimentales. Cuadro representativo de los grupos de animales utilizados a lo largo 
de la tesis. Todos los ratones pertenecen a la cepa C57BL. Naive: ratones que no han sido sometidos a 
ningún tipo de intervención quirúrgica; sham: ratones que han sido sometidos a la intervención quirúrgica 
pero no se les ha ocluido la ACM. MCAO: ratones a los que se les ha ocluido la ACM, es decir, los 
ratones isquémicos. 
 
3.1.4. Diseño experimental y protocolo de inyecciones de BrdU 
 En todos los grupos se realizó el mismo protocolo de inyecciones 
dependiendo del momento de sacrificio. Así, los ratones para los experimentos 
de inmunofluorescencia fueron inyectados los días 5 y 6 post-isquemia con una 
sola dosis de 50 mg/kg de 5-bromo-2–deoxiuridina (BrdU) (Figura 3.2). 
A B
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Figura 3.2. Diseño experimental. Los experimentos se llevaron a cabo, los días 1, 2, 7, 14 y 28 post-
isquemia dependiendo de los grupos experimentales y del tipo de ensayo a realizar. Las inyecciones de 
BrdU sólo se llevaron a cabo en los grupos que iban a ser sacrificados a los 7, 14 y 28 días. 
3.2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 
3.2.1. Preparación de muestras común para todos los ensayos de 
inmunofluorescencia 
 Los ratones se sacrificaron mediante una dosis letal de isoflurano y se 
perfundieron con una solución de lavado a través del ventrículo izquierdo 
(tampón fosfato 0,1 M), seguido de una solución fijadora de paraformaldehído 
al 4% en tampón fosfato 0,1 M. Se extrajo el cerebro y se prosiguió la post-
fijación durante 24 horas a 4ºC en la misma solución. 
 Posteriormente, el tejido se mantuvo durante 48 horas en una solución 
de sacarosa al 30% en tampón fosfato 0,1 M a 4ºC para proteger su integridad 
al congelarlo. Finalmente, se congeló a -80ºC hasta el momento de su 
procesamiento. Para llevar a cabo la inmunohistoquímica, todos los cerebros 
se cortaron en secciones coronales de 40μm de grosor con la ayuda de un 
microtomo de congelación (Leica).  
3.2.2. Preparación de suspensiones de células de corteza del peri-infarto 
para citometría de flujo 
 Para llevar a cabo la caracterización de las poblaciones de células 
infiltradas en la corteza peri-infarto se utilizaron protocolos modificados de 
Campanella y colaboradores y de LaFrance-Corey y colaboradores 
(Campanella et al., 2002; LaFrance-Corey and Howe, 2011) que proporcionan 
una forma sencilla para aislar una suspensión de los leucocitos cerebrales y 
caracterizarlos por citometría de flujo. Este protocolo nos permite diferenciar 
entre microglía (CD45intermCD11b+) y células mieloides infiltradas 
(CD45hiCD11b+) basándose en los niveles de expresión diferentes de CD45 
(Campanella et al., 2002; Perego et al., 2011). 
1d 2d 7d 14d 28d
pMCAO
Días 5 y 6 
Inyecciones BrdU 
50mg/kg
RMN
Citometría flujo
Nissl
Inmunofluorescencia
Inmunofluorescencia
PET
 
 
 Los ratones fueron sacrificados con una sobredosis de isoflurano, 
extrajimos la corteza ipsilateral entera (donde quedará incluida toda la zona 
dañada y el peri-infarto) y, tras homogenizar el tejido, lo centrifugamos con un 
gradiente de Percoll. A continuación eliminamos los restos de mielina y 
pasamos los leucocitos por un filtro de 40 µm de poro tras lo cual realizamos 
dos lavados de las células centrifugando la suspensión y eliminando el 
sobrenadante y, procedimos a marcar las células incubándolas 45 minutos con 
la mezcla de anticuerpos correspondiente (Tabla 5), bloqueando previamente el 
fragmento Fc (FcR Blocking reagent, Miltenyi). 
ANTICUERPO 
Casa 
comercial 
Concentración Técnica Tejido 
FITC anti-CD11b Miltenyi Biotec 1:100 Citometría de flujo Sangre/Corteza 
FITC Isotípico IgG2b Biolegend 1:100 Citometría de flujo Sangre/Corteza 
PE anti-Ly6C Miltenyi Biotec 1:100 Citometría de flujo Sangre/Corteza 
PE Isotípico IgG2a Biolegend 1:100 Citometría de flujo Sangre/Corteza 
PerCP anti-mouse CD45 Biolegend 1:100 Citometría de flujo Corteza 
PerCP Isotípico IgG2b Biolegend 1:100 Citometría de flujo Corteza 
APC anti-mouse Gr1 R&D Systems 1:100 Citometría de flujo Sangre/Corteza 
APC Isotípico IgG2b R&D Systems 1:100 Citometría de flujo Sangre/Corteza 
PerCP anti-CD3 R&D Systems 1:100 Citometría de flujo Sangre 
PerCP Isotípico IgG2b R&D Systems 1:100 Citometría de flujo Sangre 
APC anti-prominin1 Miltenyi Biotec 1:100 Citometría de flujo ZSV 
APC Isotípico IgG1 Biolegend 1:100 Citometría de flujo ZSV 
Anti-mouse EGFR FITC Invitrogen 1:100 Citometría de flujo ZSV 
FITC Isotípico IgG2b Biolegend 1:100 Citometría de flujo ZSV 
PE anti-Nestin R&D Systems 1:100 Citometría de flujo ZSV 
PE Isotípico IgG2a R&D Systems 1:100 Citometría de flujo ZSV 
Tabla 5. Anticuerpos utilizados para los experimentos de citometría de flujo.  
3.2.3. Preparación de suspensiones de células de la zona subventricular 
(SVZ) para citometría de flujo 
El aislamiento de las células progenitoras de origen neural se llevó a 
cabo utilizando un kit de disociación enzimática basado en papaína, “Neural 
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tissue dissociation kit” (Miltenyi Biotec), y la disociación mecánica se realizó 
mediante el “GentleMACS dissociator” (Miltenyi Biotec) siguiendo el protocolo 
proporcionado por la casa comercial (Miltenyi Biotec) (Kaiser et al., 2013). 
Mediante este procedimiento se obtiene una suspensión de células 
individualizadas a partir de homogenados de tejido. El procedimiento fue el 
siguiente: sacrificamos a los animales, aislamos la zona subventricular (SVZ) 
ipsilateral y la ponemos en un eppendorf con 1mL de PBS frío. Posteriormente 
el tejido se somete a varias rondas de disgregación mecánica y enzimática con 
la solución de papaína. Finalmente obtenemos una suspensión celular que 
marcamos incubando 45 minutos con los anticuerpos de interés y con sus 
correspondientes controles isotípicos (Tabla 5). Posteriormente fijamos y 
permeabilizamos la suspensión celular para poder marcar intracelularmente 
(BD Cytofix/Cytoperm Kit, BD Biosciences). Se incuban 30 minutos las 
muestras con los anticuerpos intracelulares y con sus controles isotípicos 
correspondientes a 4ºC y protegidas de la luz. Finalmente, se centrifugaron las 
muestras y se resuspendieron en 200μl de FACS-Flow (BD Bioscience). 
3.2.4. Extracción de sangre y preparación de muestra para citometría 
 Para determinar la respuesta celular periférica tras la isquemia cerebral 
se diseñó un experimento de citometría de flujo para medir los cambios en las 
poblaciones celulares de interés (Sunderkötter et al., 2004; Cuartero et al., 
2013). Todos los grupos de animales descritos en el diseño experimental 
fueron sacrificados 1 y 2 días tras la isquemia. Se les extrajeron 200 µL de 
sangre por punción cardiaca con una jeringa heparinizada, se mezclaron con 
20 µL de heparina (10%) en un eppendorf y se reservaron a 4ºC y protegidos 
de la luz hasta el momento del experimento. Posteriormente se procedió a 
hacer la lisis de glóbulos rojos añadiendo tampón de lisis (16,6 gr de cloruro 
amónico, 2 gr de bicarbonato sódico y 0.074 gr de EDTA en 1 litro de agua) 
durante 3 minutos a temperatura ambiente. A continuación se centrifugaron las 
muestras 5 minutos a 1500 rpm y 4ºC y se descartó el sobrenadante por 
aspiración. Después se hizo un lavado con 4 mL de PBS 1X frío y se centrifugó 
de nuevo 5 minutos a 1500rpm y 4ºC. Se eliminó el sobrenadante por 
aspiración y se resuspendió el precipitado en 100μL de PBS-BSA 1% con 
bloqueante del fragmento Fc (2μL/muestra) (FcR Blocking reagent, Miltenyi). 
 
 
Bloqueamos 15 minutos y después añadimos otros 100μL de la mezcla de 
anticuerpos (Tabla 5) que habíamos preparado previamente. Incubamos 45 
minutos a 4ºC y protegido de la luz. Finalmente, se centrifugaron las muestras 
y se resuspendieron en 200μl de FACS-Flow (BD Bioscience). 
3.3. TÉCNICAS EXPERIMENTALES 
3.3.1. Evaluación del daño isquémico 
Determinación del volumen de infarto por resonancia magnética 
 Las resonancias magnéticas se llevaron a cabo a las 24 o 48 horas 
(según el experimento) tras la oclusión de la ACM usando BIOSPEC BMT 
47/40 (Bruker, Ettlingen, Germany) con un campo de 4,7 teslas que permite la 
obtención de imágenes por resonancia magnética in vivo y que, junto con el 
software de imagen ParaVision, permiten la adquisición y reconstrucción de 
imágenes y el procesado de los datos obtenidos. Una vez adquiridas las 
imágenes, nos servimos del software ImageJ 1,33u (NIH, Bethesda, MD), para 
determinar los volúmenes de hemisferio infartado en los distintos grupos a 
partir de las imágenes en T2. 
 Con un observador “ciego” a las condiciones experimentales, se 
calcularon las áreas de tejido infartado (InfArea), el hemisferio ipsilateral entero 
(IpsArea) y el hemisferio contralateral entero (ContrArea) para cada sección. 
Después, se calcula el porcentaje de hemisferio infartado (%HI) como ya se 
hizo previamente (Hernández-Jiménez et al., 2013) usando la fórmula: %HI= 
InfVol/ContrVol*100 donde InfVol (Volumen de tejido infartado) = 
∑InfAreai/Índice de edemai, ContrVol (Volumen de hemisferio contralateral) = 
∑ContrAreai e Índice de edemai= IpsAreai/ContrAreai. 
 Para dichas medidas empleamos 15 secciones separados 391 micras 
entre sí desde bregma 2,5 mm a bregma -2,7 mm. La conversión de las 
medidas obtenidas con el MRI analysis calculator a unidades de volumen 
(mm3) para su introducción en la fórmula de % Hemisferio Infartado se 
consiguió aplicando las siguientes formulas: 
 
Resolución en el Plano = Vol MRI analysis calculator x 0,098 x 0,098 
Resolución en Volumen = Resolución Plano x 0,391 
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Volumen Infarto = Suma de volúmenes 
Determinación del volumen de infarto por tinción de Nissl 
 Además, el volumen de infarto se determinó mediante la tinción 
histológica de Nissl, para la que se utilizaron 7 secciones. Para obtenerlos, los 
animales con oclusión de la ACM fueron sacrificados a los 7 y 14 días. 
Después se montaron 12 secciones histológicas, separadas entre sí 480 micras 
(desde bregma 2,5mm a -3,2mm) sobre un portaobjetos Superfrost (Thermo 
Scientific) y se secaron. Después se hidrataron con agua destilada y se 
sumergieron en una solución con 0,1% de violeta de cresilo (Sigma Aldrich) en 
presencia de ácido acético glacial durante 1,5 minutos para teñirlas. Después, 
las muestras fueron deshidratadas sometiéndolas a una gradación creciente de 
alcohol: 
- Inmersión en 70% etanol: 30 segundos 
- Inmersión en 90% etanol: 30 segundos 
- Inmersión en 100% etanol: 1 minuto 
- Inmersión en Histoclear: 2 minutos 
- Aplicación de medio de montaje DPX (Sigma Aldrich) y el cubreobjetos. 
 
 La tinción de Nissl permite visualizar el infarto como un área 
hipocromática en la corteza ipsilateral, indicando el daño neuronal. Para 
realizar la medida del volumen del infarto, se utilizó el método de Cavalieri 
(Michel and Cruz-Orive, 1988) utilizando un microscopio óptico (Nikon Eclipse 
80i Nikon Corporation), por medio del software StereoInvestigator 6 
(MicroBrightfield Inc.). Esta prueba permite realizar una estimación de un área 
o volumen superponiendo una serie de puntos sobre el área de interés y 
realizando un contaje del número de puntos que se encuentran (equidistantes) 
dentro del área seleccionada. Así, para cuantificar el volumen del infarto, se 
realizaron medidas del hemisferio sano (Hc) y lesionado (Hi) excluyendo la 
lesión, y de esta manera se hace la corrección del edema. La estimación de los 
volúmenes se realizó con un coeficiente de error medio menor de 0,05 
(Gundersen, m=0,01). Posteriormente se determinó el porcentaje de hemisferio 
infartado (PHI) usando la siguiente fórmula: PHI%=(1-(Hi/Hc))*100. 
 
 
3.3.2. Inmunofluorescencia 
 Para realizar los ensayos de inmunofluorescencia se tomaron secciones 
equidistantes desde el comienzo de los ventrículos laterales (1,70mm de 
bregma, según “The mouse brain stereotaxic coordinates” (Paxinos and 
Franklin, 2001), separadas distancias concretas en función del ensayo. Una 
vez elegidas las secciones a utilizar para la tinción por inmunofluorescencia, 
éstas se lavan 3 veces en KPBS y, posteriormente, en el caso de los ensayos 
con BrdU, se incuban 30 minutos a 37ºC en HCl 2N para desnaturalizar el ADN 
y exponerlo para que pueda unirse la BrdU. Posteriormente, las secciones 
fueron incubadas con los distintos anticuerpos primarios (Tabla 6) durante toda 
la noche a 4ºC. Al día siguiente, las secciones se lavaron 3 veces en 0,25% 
Triton-KPBS y se incubaron con sus respectivos anticuerpos secundarios 
durante dos horas a temperatura ambiente y oscuridad. Cuando se finalizó la 
tinción, los cortes se montaron en portas y se codificaron para la cuantificación. 
ANTICUERPO 
Casa 
comercial 
Concentración Técnica Zona Tejido 
Rat anti-BrdU AbD Serotec 1:200 Inmunofluorescencia Corteza/SVZ 
Cy3 anti-rat Millipore 1:200 Inmunofluorescencia Corteza/SVZ 
Goat anti-
Doublecortin 
Santa Cruz 1:400 Inmunofluorescencia SVZ 
Biotinilado anti-goat Vector 1:400 Inmunofluorescencia SVZ 
Rabbit anti-Iba1 Wako 1:500 Inmunofluorescencia Corteza/CC 
Biotinilado anti-rabbit Vector 1:400 Inmunofluorescencia Corteza 
Mouse anti NeuN Millipore 1:400 Inmunofluorescencia Corteza 
Biotinilado anti-mouse Vector 1:400 Inmunofluorescencia Corteza 
Alexa 488 
Streptavidina 
Invitrogen 1:500 Inmunofluorescencia Corteza/SVZ 
Tabla 6: Anticuerpos utilizados para los experimentos de inmunofluorescencia 
 
- Cuantificación de células en la zona subventricular por 
estereología 
 El volumen total de la extensión dorsolateral estriatal de la SVZ se 
estimó mediante el principio de Cavalieri en 6 secciones por cerebro separadas 
entre sí 0,320 mm (desde 1,70 mm de Bregma a -0.54 mm de Bregma)  y con 
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un grosor de 40 µm cada sección. Para llevar a cabo la cuantificación, 
tomamos como punto inicial la sección en que aparecen los ventrículos 
laterales por primera vez desde la parte más rostral. El criterio morfológico que 
utilizamos para delinear la zona de interés (SVZ) fue descrita anteriormente 
(Gonzalez et al., 2007) (Figura 3.3).  
 
Figura 3.3. Esquema representativo de la zona analizada. El esquema representa la zona de 
cuantificada por cavalieri y dentro del cual se llevó a cabo la cuantificación  
 
 La estimación estereológica del número total de células BrdU+ en la 
extensión dorsolateral de la SVZ se determinó usando el método del 
fraccionador óptico, que permite realizar una estimación del número total de 
células presentes en una estructura determinada (Gundersen et al., 1988). Los 
parámetros específicos usados para el muestreo estereológico y la 
cuantificación de células BrdU+ están resumidos en la tabla 7. 
 
 
 
 
Tabla 7. Parámetros utilizados para la cuantificación estereológica de células BrdU+ en la ZSV.  
 
- Contaje de células Iba1+, BrdU+ y NeuN en corteza mediante imágenes 
por microscopía confocal 
 Para el estudio de las células BrdU+ y BrdU+/Iba1+, éstas se 
cuantificaron mediante imágenes confocales digitalizadas capturadas de 6 
secciones de 40 µm, separadas entre sí 0,32 mm utilizando el software ZEN 
2009 (Carl Zeiss Microimaging GmbH). El criterio para la cuantificación 
consistió en medir 200 µm desde el borde del infarto (células microgliales con 
morfología ameboide) y desde la corteza, y tomar cuatro imágenes por sección, 
dos en la corteza ipsilateral y dos en la contralateral de 200 x 200 µm con el 
microscopio confocal (Zeiss LSM 710) tal como se indica en la imagen. Las 
colocalizaciones tridimensionales de los dos marcadores se validaron con z-
stacks. 
 Para el contaje de las células BrdU+ y BrdU+/NeuN+ se tomaron 
imágenes confocales de 5 secciones equidistantes partiendo de 1,7mm de 
bregma. De cada una de las secciones se tomaron imágenes a 40X y 
separadas entre sí 400µm hasta que rastreamos toda la parte superior de la 
corteza y 800 µm por debajo del infarto, utilizando como límites el cuerpo 
calloso, el final de la corteza y analizando un total de unas 18-20 imágenes por 
hemisferio y sección (Figura 3.4). 
Parametros NT NR JT NT NR JT
Campo de contaje
Sitios de muestreo por cerebro (media±SD) 495±32 494±121 511±69 369±39 364±77 335±48
Total de células BrdU+ contadas(media±SD) 346±41 262±134 313±64 117±35 162±86 136±41
CE (Gundersen, m=0) (media±SD) 0,11±0,03 0,13±0,03 0,12±0,02 0,12±0,03 0,12±0,02 0,12±0,02
NT NR JT NT NR JT
632±192 451±94 521±92 327±51 368±68 254±14
370±64 401±140 392±42 227±43 273±39 155±5
0,1±0,03 0,1±0,04 0,11±0,02 0,11±0,01 0,1±0,02 0,12±0,01
JÓVENES
Grupo 7 días Grupo 14 días
Grupo 7 días Grupo 14 días
100 (10x10) 100 (10x10)
VIEJOS
100 (10x10) 100 (10x10)
Parametros
Campo de contaje
Sitios de muestreo por cerebro (media±SD)
Total de células BrdU+ contadas(media±SD)
CE (Gundersen, m=0) (media±SD)
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Figura 3.4. Esquema representativo de la zona analizada para el estudios de la proliferación microglial en 
la corteza (Iba1, recuadros azules) o neuronal (NeuN recuadros verdes) 
 
- Densitometría en zona subventricular y cuerpo calloso (ruta migratoria 
de neuroblastos Dcx+ y de microglía Iba1+) mediante imágenes por 
microscopía confocal 
 Para el estudio de las células doblecortina positivas (Dcx+) y su 
distribución espacial, se tomaron imágenes de cuatro secciones 
correlacionadas (separadas entre sí 0,32mm). Se hicieron z-stacks a 20X de la 
zona subventricular (Z1 de Figura 3.5). Y, a partir de ahí, se tomaron otras dos 
imágenes contiguas a lo largo del cuerpo calloso hacia la corteza de ese lado 
del hemisferio (Z2 y Z3). Una vez obtenidas todas las imágenes, las 
analizamos por densitometría con el programa ImageJ v-1-44l (NIH, Bethesda, 
MD). En resumen, el procedimiento que seguimos es el que se describe a 
continuación (Zarruk et al., 2012): 
     - Convertimos la proyección máxima de las imágenes originales en binaria. 
     - Calculamos el área ocupada por las células Dcx positivas. 
     - Eliminamos el fondo fuera de nuestras áreas de interés y llevamos el 
contorno del área a nuestra imagen original. 
     - Calculamos la intensidad de marcaje mediante la densidad integrada de 
las áreas de interés. La densidad integrada es el cálculo de la media de área 
teñida y de la intensidad de marcaje en cada pixel de esa área, e indica la 
cantidad total de células teñidas en esa área. 
Iba1+ (7, 14d)
NeuN (14, 28d)
 
 
 
Figura 3.5. Esquema representativo de los neuroblastos en las zonas migratorias analizadas (Dcx+, 
recuadros púrpuras). Ejemplo del tratamiento efectuado sobre las imágenes para densitometrarlas. 
 
 Para el estudio de la morfología de las células microgliales Iba1+ en el 
cuerpo calloso, se tomaron imágenes en la Z2 de las mismas secciones que en 
el estudio de los neuroblastos Dcx+, y se procedió como se describe a 
continuación: 
     - Convertimos la proyección máxima de las imágenes en binaria. 
     - Acortamos el área de interés al cuerpo calloso 
     - Calculamos la densidad integrada de la imagen binaria. 
3.3.3. Análisis por citometría de flujo 
 Para la adquisición de datos usamos un citómetro de flujo FACSCalibur® 
(Becton Dickinson S.A.) y el software BD CellquestTM PRO. Los parámetros de 
adquisición se definieron en función del tamaño y la complejidad celular de las 
poblaciones analizadas por citometría. El análisis de datos se llevo a cabo 
empleando el programa FlowJO (Tree Star inc.) 
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Análisis de la corteza cerebral ipsilateral 
 A partir del dot plot de tamaño y complejidad de la muestra, delimitamos 
una región leucocitaria R1 compuesta por la fracción de polimorfonucleados y 
mononucleados de la sangre, de la cual se adquirieron todos los eventos 
celulares en cada muestra. 
 La determinación de las diferentes poblaciones leucocitarias se llevó a 
cabo de la siguiente forma (Campanella et al., 2002): el porcentaje de linfocitos 
se definió como el total de células CD11b-CD45hi situadas en la región 
mononuclear (SSClow). El porcentaje de microglía se definió como el número 
total de células CD11b+CD45- SSClow (Figura 3.6) y con un marcaje variable 
para Gr1. Respecto a los infiltrados, estas células se definieron como 
CD11b+CD45hi SSChigh. De esta población, los Gr1+Ly6Clo representan a los 
neutrófilos, y los Gr1+Ly6C+ son los monocitos pro-inflamatorios. La intensidad 
de fluorescencia considerada como positiva se definió respecto al empleo de 
controles isotípicos para cada uno de los marcadores estudiados. 
 
Figura 3.6. Diagramas de puntos representativos con las regiones que contienen las poblaciones de 
interés en la corteza cerebral. 
Análisis de la zona subventricular 
 Para determinar las distintas poblaciones de interés, nos basamos en los 
criterios de clasificación de Kempermann (Kempermann et al., 2004) según los 
cuales, las poblaciones Prominina1+/EGFR+/Nestina+ (Figura 3.7) serían o 
células madre (tipo B) o células progenitoras tempranas altamente proliferativas 
(tipo 2a y 2b); y la población Prominina1+/EGFR+/Nestina- serían progenitores 
más tardíos que aún mantienen capacidad proliferativa pero que han perdido el 
marcaje de nestina (Figura 3.7). 
 
 
 
 
 Figura 3.7. Diagramas de puntos representativos con las regiones que contienen las poblaciones 
de interés en la zona subventricular.  
 
Análisis de la sangre periférica 
 Al igual que en el resto de experimentos, una vez seleccionada la región 
R1 que contendrá las poblaciones de interés, pasamos la totalidad de la 
muestra por el citómetro. Las poblaciones que son interesan vendrán definidas 
por los siguientes marcadores (Slaney et al., 2011): 
- CD11b+Ly6C: Linaje mieloide 
 Ly6CloGr1+: Neutrófilos 
 Ly6ChiGr1+: Monocitos 
- CD11b-Ly6C+: Linaje linfoide 
 CD3+: Linfocitos 
Y se distribuyeron como se muestra en los dot plot (Figura 3.8). 
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Figura 3.8. Diagramas de puntos representativos con las regiones que contienen las poblaciones 
de interés en la sangre. El diagrama superior de la izquierda, muestra la distribución típica de las 
poblaciones sanguíneas según su tamaño y complejidad. A la derecha se dividen en estirpe mieloide o 
linfoide en función del marcaje de CD11b. En los diagramas inferiores, se muestran las tres poblaciones 
de interés con sus marcajes específicos. 
 
3.3.4. Estudio por neuroimagen de inflamación y proliferación 
 La tomografía por emisión de positrones (PET) es una técnica no 
invasiva de diagnóstico de medicina nuclear que proporciona datos de interés 
patológico in vivo. En el contexto de ictus, PET se ha utilizado para evaluar el 
consumo de glucosa, oxígeno, flujo sanguíneo cerebral y el volumen sanguíneo 
cerebral (Phelps et al., 1979; Young et al., 1999) 
 El principio de la técnica se basa en la administración intravenosa de 
compuestos marcados con radioisótopos que emiten positrones de vida corta, 
para obtener imágenes tridimensionales de procesos funcionales en animales 
y/o humanos. 
 
 
Figura 3.9. Diseño experimental. Los experimentos de tomografía se llevaron a cabo, los días  2, 7, y 
14, momento en el que se realizaron las inyecciones de los radiotrazadores.  
 
 Para el estudio de los procesos inflamatorios se utiliza la isoquinolina 
carboxamida, PK11195, que es un ligando no benzodiacepinico que se une 
1d 2d 7d 14d
pMCAO
Días 5 y 6 
Inyecciones BrdU 
50mg/kg
RMN Inmunofluorescencia
 
 
específicamente a PBR/TSPO, una proteína que se sobre-expresa en la 
membrana externa mitocondrial de la microglía activada. En el cerebro sano, la 
expresión de TSPO es mínima, lo que hace que TSPO pueda servir como 
biomarcador de inflamación (Chen and Guilarte, 2008). 
 El radiotrazador que se utiliza más ampliamente en tomografía por 
emisión de positrones (PET) es [11C]-PK11195. La interpretación de los 
resultados se limita principalmente a un acuerdo entre las zonas de mayor 
absorción de PK11195 y la distribución conocida de una patología dada. El 
radiotrazador fue administrado a los animales los días 2, 7 y 14 tras la isquemia 
(Figura 3.9). 
 Para el estudio de la neurogénesis se utiliza FLT, que es un análogo de 
la timidina. Para estudiar la tasa de proliferación celular se usa el radiotrazador 
[18F] FLT. La célula incorpora [18F] FLT tanto a través de transporte facilitado 
dependiente de sodio (Na+) como por difusión pasiva. Una vez dentro de la 
célula, [18F] FLT se fosforila por timidina quinasa (TK1), lo cual provoca que 
quede atrapado dentro de la célula. La actividad enzimática de TK1 está 
prácticamente ausente en las células quiescentes, pero en las proliferativas 
alcanza máximos al final de la fase G1 y en la fase S del ciclo celular. Por lo 
tanto, la fosforilación por TK1 forma la base de [18F] FLT como trazador de 
proliferación. El radiotrazador se administró a los animales los días 2,  7 y 14 
(Figura 3.9).  
3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 Los datos se analizaron utilizando el programa PRISM 5 (GraphPad 
Software Inc.). Se realizó una t de Student para comparar dos grupos y una 
ANOVA de una sola vía seguido de una prueba post-hoc de Neuman-Keuls 
para comparar más de dos grupos. Las comparaciones entre variables 
independientes no paramétricas se llevó a cabo mediante la prueba U de 
Mann-Whitney. La asociación lineal entre dos variables se determinó por el 
coeficiente de correlación de Pearson. Los datos se expresaron como media ± 
error estándar de la media (ESM) y una p<0,05 se asumió como 
estadísticamente significativa. 
 
 
69 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
71 
 
RESULTADOS
4. RESULTADOS 
4.1. Estudio del efecto del receptor TLR4 en la neurogénesis tras ictus 
isquémico experimental 
4.1.1. Efecto de TLR4 en el tamaño del infarto cerebral 
 La oclusión permanente de la arteria cerebral media (MCAO) se realizó 
en ratones jóvenes de la cepa C57BL/10ScNJ (TLR4-/-), los cuales carecen de 
expresión del receptor TLR4, y ratones jóvenes de C57BL/10J (TLR4+/+), que 
expresan de forma normal TLR4. Los ratones TLR4-/- tras MCAO tuvieron 
infartos significativamente más pequeños a los 2 días de la isquemia 
comparado con los ratones normales (TLR4+/+) (Figura 1, p<0,05), como ya se 
había descrito previamente en nuestro grupo (Caso et al., 2007). El tamaño de 
infarto también se midió a los 7 días de la MCAO por tinción de Nissl 
manteniéndose la reducción observada a los 2 días (Figura 4.1). 
 
Figura 4.1. Efecto de TLR4 en el tamaño de infarto. En la parte superior vemos un ejemplo 
representativo de las imágenes obtenidas por RMN (2 días) o por tinción de Nissl (7 días). (A) 
Representación gráfica de los tamaños de infarto entre los animales TLR4
+/+
 con MCAO proximal 
(columnas grises; C57BL/10J: TLR4
+/+
) y los ratones TLR4
-/-
 con MCAO proximal (columnas rojas; 
C57BL/10ScNJ: TLR4
-/-
) a los 2 y (B) a los 7 días. Los datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada 
grupo. 
 Con el fin de estudiar el papel de TLR4 sobre la proliferación celular sin 
que interfirieran las diferencias en el tamaño de infarto, decidimos realizar la 
A B
 
 
oclusión en la rama posterior de la arteria cerebral media en los ratones 
TLR4+/+ (por encima de la bifurcación) en una localización distal. Así, obtuvimos 
un grupo adicional con tamaños de infarto similares a los de los animales del 
grupo de TLR4-/-. De esta manera, comparamos los animales TLR4-/- ocluidos 
en el tronco de la ACM (en un punto al que llamaremos oclusión proximal) y los 
animales TLR4+/+ ocluidos en la rama posterior (que llamaremos oclusión distal) 
(Figura 4.2), para así evitar el sesgo que las diferencias en el tamaño de infarto 
producirían para estudios posteriores. Por lo tanto, salvo que se indique lo 
contrario, a partir de ahora compararemos estos dos grupos. 
 
Figura 4.2. Efecto de TLR4 en el tamaño de infarto. En la parte superior vemos un ejemplo 
representativo de las imágenes obtenidas por RMN (2 días) o por tinción de nissl (7 días). (A) 
Representación gráfica de los tamaños de infarto entre los animales TLR4
+/+
 con MCAO distal (columnas 
azules; C57BL/10J: TLR4
+/+
) y los animales TLR4
-/- 
con MCAO proximal a los 2 y (B) a los 7 días. Los 
datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
 En la representación rostro-caudal del área infartada de los tres grupos 
experimentales (Figura 4.3), vemos que la parte afectada en el grupo de la 
oclusión distal es principalmente la parte posterior (al haber sido ocluida la 
rama posterior). En cambio, en el caso de los ratones deficientes para TLR4 la 
protección se observa en la parte posterior del área infartado (Figura 4.3). 
A B
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Figura 4.3. Representación rostro-caudal del área infartada en animales jóvenes a los 2 días. Se 
mide por RMN en 15 secciones equidistantes (desde 2.5 mm de bregma hasta -2.7 mm de bregma). 
TLR4
+/+
 proximal vs.TLR4
-/-
 * p < 0,05 
4.1.2. Efecto de TLR4 en la proliferación celular 
a. Influencia del tamaño del infarto en la proliferación celular 
 Como cabía esperar, el grupo de animales con oclusión distal tuvo 
infartos significativamente menores que los grupos de oclusión proximal (Figura 
4.4 A; p<0,05). Nuestros resultados mostraron que los animales que habían 
sido sometidos a oclusión proximal presentaban mayor número de células 
BrdU+ en la ZSV a los 7 días que los animales con oclusión distal (Figura 4.4 
B; MCAO proximal vs MCAO distal; p<0,05). Observamos así una fuerte 
correlación positiva entre el tamaño de infarto y la proliferación celular (células 
BrdU+) determinado en la ZSV ipsilateral a los 7 días post-ictus (Figura 4.4 C; 
r=0,812, n=10). Sin embargo, esta correlación fue negativa cuando se midió la 
proliferación 14 días tras ictus (r=0,909, n=10. Datos no mostrados), un tiempo 
al que una alta proporción de células proliferativas podría haber migrado a 
otras áreas.  
 
mm bregma
2,5 -2,50 
* *
*
*
*
 
 
 
Figura 4.4. Efecto del tamaño de infarto en la proliferación de la ZSV. (A) Los tamaños de infarto se 
determinaron por RMN (2 días) y por tinción de Nissl (7 días) tras MCAO en ratones que expresan TLR4 
de forma normal (TLR4
+/+
) (oclusión distal o proximal de la ACM, ver Materiales y métodos). Los datos 
mostrados son la media ± EEM, n=6-8, *p˂0,05. (B) Número de células BrdU+ en la ZSV a los 7 y 14 días 
tras MCAO en ratones TLR4
+/+
. (C) Correlación entre el número de células BrdU+ en la ZSV a los 7 días y 
el tamaño de infarto de los ratones TLR4
+/+
 (n=10). 
 
b. Proliferación celular en la zona subventricular 
- Estudios inmunohistoquímicos 
 Como ya habíamos comentado previamente, TLR4 inhibe la proliferación 
bajo condiciones fisiológicas (Rolls et al., 2007). Sin embargo, no había 
trabajos que estudiaran este proceso tras ictus. Nosotros, no hemos detectado 
diferencias en el número de células BrdU+ a los 7 y 14 días tras el ictus cuando 
comparamos TLR4+/+ y TLR4-/- (p>0.05; Figura 4.5 A y B). Como antes 
explicamos, los ratones deficientes para TLR4 tienen menores volúmenes de 
infarto y, como hemos visto previamente, la proliferación depende del tamaño 
A B
C
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de infarto. Por ello quisimos estudiar el efecto de TLR4 en la proliferación 
celular de la ZSV tras ictus pero sin el sesgo debido al distinto tamaño de 
infarto. Por ello comparamos el grupo de animales TLR4+/+ con oclusión distal y 
el grupo TLR4-/- con oclusión proximal (cuyos infartos son de tamaño similar) 
observando que los ratones TLR4-/- con oclusión proximal presentaban mayor 
número de células BrdU+ en la ZSV a los 7 días post-ictus que el grupo 
TLR4+/+ de oclusión distal (Figura 4.5 A y C; p<0.05). 
 
Figura 4.5. Efecto de TLR4 en la proliferación celular en la ZSV tras un ictus. (A) Imágenes 
representativas de las células BrdU+ en la ZSV (Barra de escala= 200 µm) (B). Número de células BrdU+ 
en la ZSV a los 7 y 14 días después de la isquemia, cuando comparamos TLR4
+/+
 con MCAO proximal 
(columnas grises) y TLR4
-/- 
con MCAO proximal (columnas rojas) (C) y TLR4
+/+
 con oclusión distal frente a 
TLR4
-/-
 con oclusión proximal. Los datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
 Los valores de proliferación (células BrdU+) en la ZSV en los ratones 
sham TLR4+/+ fueron 24700±1639 y 8390±350 y en los sham TLR4-/-, 
24035±728 y 10400±502, a los 7 y 14 días, respectivamente.  
 
A B
C
 
 
- Estudios por citometría de flujo 
 Caracterizamos por citometría de flujo los diferentes tipos celulares 
presentes en la SVZ 1 y 2 días post-isquemia; el análisis reveló la existencia de 
dos poblaciones principales con los marcadores que habíamos utilizado:  
1. Una población prominina1+/EGFR+/nestina-, que se correspondería, al 
menos en parte, con las células progenitoras de amplificación transitoria 
(células tipo C; Figura 4.6A y 4.6B). 
2. Una población prominina1+/EGFR+/nestina+, que se correspondería con la 
población de células madres neurales (células tipo B; Figura 4.6C y D). 
 Mientras que en la población prominina1+/EGFR+/nestina+ no se 
observaron diferencias entre grupos (Figura 4.6D), vimos que sí las había en la 
población prominina1+/EGFR+/nestina- (Figura 4.6B). Concretamente, 
encontramos que los ratones TLR4-/- tenían mayor número de células de esta 
población que los TLR4+/+ a los días 1 y 2 de la isquemia y, curiosamente, 
vimos el mismo efecto en los animales sham (Figura 4.6B).  
 
Figura 4.6. Efecto de TLR4 en la proliferación celular en la ZSV tras un ictus. Análisis por citometría 
de flujo de la ZSV para células madre neurales. (A y C) Dot plots representativos del número de células 
de las poblaciones de interés: prominina1+/EGFR+/nestina+ y prominina1+/EGFR+/nestina-. (B) Gráficas 
de los datos obtenidos los días 1 y 2 de las poblaciones Prominina1+/EGFR+/Nestina- y (D) 
Prominina1+/EGFR+/Nestina+. Los datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
A B
C D
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- Estudios por PET 
 Para corroborar nuestros resultados obtenidos por inmunofluorescencia 
y por citometría de flujo, realizamos estudios por tomografía por emisión de 
positrones (PET) utilizando el radiotrazador [18F] FLT (descrito en el apartado 
de Materiales y métodos), que fue administrado a los animales los días 2, 7 y 
14 tras la isquemia; posteriormente se analizaron las autorradiografías. 
 Las autorradiografías muestran cómo los valores estándar de captación 
del radioligando [18F] FLT aumentan significativamente en el grupo de ratones 
TLR4-/- a los 2 y 7 días post-isquemia confirmando los resultados previamente 
obtenidos. Este efecto se pierde a los 14 días (Figura 4.7B). 
 
Figura 4.7. Efecto de TLR4 en la proliferación celular en la ZSV tras un ictus. (A). Representación en 
secciones coronales de imágenes PET (%ID/cc) a los 2 y 7 días de la isquemia cerebral. Son imágenes 
acumulativas del radiotrazador [
18
F] FLT y corregistradas con imágenes de RMN para poder ilustrar las 
regiones anatómicas. (B) Representación gráfica de la captación de radiactividad tras la administración de 
[
18
F] FLT en la región de interés (ZSV) a los 2, 7 y 14 días tras la isquemia cerebral. (ID/cc: dosis 
inyectada por centímetro cúbico; ZSV: zona subventricular; RMN: resonancia magnética nuclear). Los 
datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=8-10 en cada grupo. 
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4.1.3. Efecto de TLR4 en la migración de neuroblastos hacia la zona 
isquémica 
 Para llevar a cabo el estudio de la migración de neuroblastos (células 
tipo A) analizamos tres zonas migratorias, que van desde la ZSV (Z1) a través 
del cuerpo calloso (Z2) y hacia la corteza infartada (Z3), a los 7 y 14 días 
después del inicio del daño isquémico (Figura 4.8). 
 
Figura 4.8. Efecto de TLR4 en la migración celular tras un ictus experimental. (A) Diagrama de una 
sección coronal mostrando las zonas de estudio (Z1, Z2, Z3: recuadros púrpuras). (B) Imágenes 
representativas de cada grupo. (Barra de escala= 200 µm). (C) Representación gráfica de la migración de 
neuroblastos desde la ZSV (Z1) hacia la lesión (Z2 y Z3) a los 7 y (D) a los 14 días. Los datos son la 
media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
C
D
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 Comparando los grupos que no presentaban diferencias en el volumen 
de infarto (TLR4+/+ oclusión distal y TLR4-/- oclusión proximal), encontramos 
que no había ningún efecto de la deficiencia de TLR4 sobre el número de 
neuroblastos (Dcx+) en las Z1 y Z2 a los 7 días. Sin embargo, el número de 
neuroblastos en Z3 fue mayor en TLR4+/+ con oclusión distal que en TLR4-/- con 
oclusión proximal, sugiriendo una migración más rápida en estos animales 
(Figura 4.8C). 
 Curiosamente, el número de neuroblastos Dcx+ en todas las zonas 
migratorias estudiadas a los 14 días aumentó en los TLR4-/- cuando se 
comparó con los TLR4+/+ (Figure 4.8D; TLR4+/+ oclusión distal vs. TLR4-/- 
oclusión proximal, p<0.05). Estos resultados sugieren que, en el cerebro de los 
ratones TLR4+/+, los neuroblastos migran más rápido hacia el área dañada, lo 
que puede indicar que la migración está obstaculizada en los animales TLR4-/-. 
En los ratones sham, la densidad de neuroblastos fue menor que en los 
ratones isquémicos, tanto en el grupo de animales TLR4+/+ como en TLR4-/- 
(Tabla 8). 
 
Tabla 8. Neuroblastos (células DCX+) cuantificados como densidad integrada, en dos zonas migratorias 
(Z1, Z2) a los 7 y 14 días en los ratones sham e isquémicos (MCAO), tanto TLR4
+/+
 como TLR4
-/-
. *p<0,05 
vs MCAO TLR4
+/+
. 
4.1.4. Efecto de TLR4 en la formación de nuevas neuronas en la corteza 
peri-infarto 
 Como último análisis de la neurogénesis, quisimos cuantificar las células 
que se habían formado tras la isquemia y que, después de alcanzar la corteza, 
se habían diferenciado a neurona madura. Para ello, estudiamos el número de 
células BrdU+/NeuN+ que había en la corteza ipsilateral a los 14 y 28 días 
 
 
después del daño isquémico. Es interesante señalar que encontramos que los 
ratones TLR4-/- tenían menos número de células BrdU+/NeuN+ tanto a 14 como 
a 28 días, que los ratones TLR4+/+ con oclusión distal (Figura 4.9; TLR4+/+ 
oclusión distal vs. TLR4-/- oclusión proximal, p<0.05). Estos resultados 
confirman que el número de neuronas que alcanza la corteza peri-infarto es 
menor en los animales TLR4-/-. Analizando los animales sham no encontramos 
células BrdU+/NeuN+. 
 
Figura 4.9. Efecto de TLR4 en la formación de neuronas en la corteza peri-infarto tras ictus 
experimental. (A) Diagrama de una sección coronal representativa mostrando la zona cortical de rastreo 
cuantificadas (recuadros verdes). (B) Imagen representativa de las neuronas (NeuN+) adultas de nueva 
formación (BrdU+) en la zona de estudio. (C) Número de células BrdU+ totales y BrdU+/NeuN+ 
cuantificadas a los 14 y 28 días (D) entre los ratones MCAO TLR4
+/+
 distales y los MCAO TLR4
-/-
 
proximales. (Barra de escala= 25 µm) Los datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
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4.2. Estudio del efecto del receptor TLR4 en parámetros inflamatorios tras 
ictus isquémico experimental 
4.2.1. Efecto de TLR4 en la proliferación microglial 
- En la corteza peri-infarto 
- Estudios inmunohistoquímicos 
 La isquemia focal (MCAO) induce la proliferación microglial como se 
demuestra al comparar el hemisferio ipsilesional con el contralesional o con los 
grupos control (Figura 4.10). 
 
Figura 4.10. Efecto de TLR4 sobre la proliferación microglial en la corteza peri-infarto. (A) Diagrama 
de una sección coronal mostrando la zona de estudio (recuadros azules). (B) Imágenes de microscopía 
confocal representativas de la zona de corteza parietal donde se ha llevado a cabo la cuantificación de la 
microglía y la proliferación mediante inmunofluorescencia. (Barra de escala=100µm). (C y E) 
Representación gráfica del número de células microgliales (Iba1+) cuantificadas en la zona de estudio a 
los 7 y 14 días tras ictus y (D y F) número de células microgliales que colocalizan con BrdU (BrdU+/Iba+) 
a los 7 y 14 días post-isquemia. (I = ipsi; C= contra). Los datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8.
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 Observamos un aumento en el número de células tanto Iba1+ como 
BrdU+/Iba1+ en el área de peri-infarto a los 7 días de producirse la lesión, en 
todos los grupos isquémicos estudiados (Figura 4.10). Cuando comparamos el 
número de células microgliales Iba1+ y el número de células microgliales que 
proliferan en la corteza ipsilateral a los 7 y 14 días tras el daño isquémico, no 
encontramos ninguna diferencia entre los ratones TLR4+/+ y los ratones TLR4-/-. 
- Estudios por PET 
 Para comprobar nuestros resultados en la proliferación microglial en la 
corteza peri-infarto, obtenidos por inmunofluorescencia y citometría de flujo, 
estudiamos por PET los distintos grupos de animales a los 2, 7 y 14 días tras la 
isquemia utilizando el marcador microglial [11C] PK11195. El marcaje muestra 
un aumento a los 7 y 14 días tras ictus como habíamos visto en resultados 
previos, aunque no hay diferencias entre los animales isquémicos TLR4+/+ y 
TLR4-/-(Figura 4.11).  
 
Figura 4.11. Efecto de TLR4 en la microgliosis después de un ictus experimental. (A) 
Representación en secciones coronales de imágenes PET (%ID/cc) a los 2, 7 y 14 días de la isquemia 
cerebral. Imágenes acumulativas del radiotrazador [
11
C] PK11195, corregistradas con imágenes de RMN 
para poder ilustrar las regiones anatómicas. (B) Representación gráfica de la captación de radiactividad 
tras la administración de [
11
C] PK11195 en la región de interés (corteza peri-infarto) a los 2, 7 y 14 días 
tras la isquemia cerebral. (ID/cc: dosis inyectada por centímetro cúbico; ZSV: zona subventricular; RMN: 
resonancia magnética nuclear). Los datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
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- En el cuerpo calloso 
 Posteriormente, analizamos la morfología de la microglía en la corteza y 
en la zona de migración del cuerpo calloso hacia el infarto para ver si existían 
diferencias en cuanto a su activación. Para ello, realizamos análisis 
densitométricos (Zarruk et al., 2012) que nos permitieron ver la densidad 
celular en la corteza y en el cuerpo calloso. No observamos cambios en la 
activación microglial en la corteza. Sin embargo, si bien a los 7 días no se 
observan diferencias, a los 14 se observa una mayor activación microglial, 
manifestada por una mayor densidad integrada en los animales TLR4-/- que en 
los animales TLR4+/+ (Figura 4.12). Los animales sham mostraron valores de 
densidad inferiores.  
 
Figura 4.12. Efecto de TLR4 en la microgliosis en el cuerpo calloso. (A) Diagrama de una sección 
coronal mostrando la zona de estudio (rectángulo verde) (B) Imágenes binarias representativas del 
análisis densitométrico de la morfología de las células microgliales (Iba1+) en el cuerpo calloso. (C) 
Representación gráfica de los resultados obtenidos expresados por densidad integrada. Los datos son la 
media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
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4.2.2. Efecto de TLR4 en la infiltración celular 
 El estudio de la infiltración leucocitaria en el parénquima cerebral se 
llevó a cabo por citometría de flujo a partir de la disgregación del tejido cortical 
peri-infarto (o el tejido equivalente en sham y controles intactos). La primera 
evidencia es que el número de células infiltradas que se obtiene en los 
animales isquémicos es muy superior a la de los animales sham. Estas células 
reclutadas al parénquima isquémico están formadas principalmente por tres 
poblaciones: neutrófilos, monocitos y linfocitos. 
- Neutrófilos infiltrados 
 La población de neutrófilos infiltrados resultó ser muy superior en 
animales TLR4-/-, 1 día tras la isquemia, igualándose a los 2 días con los 
niveles de infiltración de los animales TLR4+/+ (Figura 4.13). 
 
Figura 4.13. Efecto de TLR4 en los niveles de neutrófilos infiltrados. Los niveles de neutrófilos 
infiltrados fueron determinados por citometría de flujo (ver apartado Materiales y Métodos), 1 y 2 días tras 
isquemia en los grupos representados. Los datos vienen expresados como la media ± EEM; n=6-8 en 
cada grupo. *p<0,05. (Los grupos naive representados al final de la gráfica, no se aprecian porque los 
valores son muy bajos). 
- Macrófagos/monocitos infiltrados 
 La población de macrófagos/monocitos de los animales TLR4-/- se 
comportan de forma similar al caso anterior, siendo muy superior la 
proliferación de estas células un día tras la isquemia frente a los animales 
TLR4+/+. Este efecto, nuevamente, se pierde el segundo día. En el caso de los 
animales TLR4+/+,  el pico de infiltración se observa a los 2 días (Figura 4.14). 
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Figura 4.14. Efecto de TLR4 en la respuesta de los monocitos infiltrados. Los niveles monocitos 
infiltrados fueron determinados por citometría de flujo (ver apartado Materiales y Métodos), 1 y 2 días tras 
isquemia en los grupos representados Los datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo; 
#p<0,05 MCAO TLR4
+/+
 2 días vs MCAO TLR4
+/+
 1 día. (Los grupos naive, representados al final de la 
gráfica, no se aprecian porque los valores son muy bajos). 
- Linfocitos infiltrados 
 Cuando analizamos los niveles de linfocitos infiltrados no observamos 
ninguna diferencia dependiente de TLR4 a los dos tiempos estudiados (Figura 
4.15). En los animales TLR4+/+ se detectó un pico de infiltración de linfocitos a 
los 2 días. 
 
Figura 4.15. Efecto de TLR4 en la respuesta de los linfocitos infiltrados. Los niveles de linfocitos 
infiltrados fueron determinados por citometría de flujo (ver apartado Materiales y Métodos), 1 y 2 días tras 
isquemia en los grupos representados. Los datos son la media ± EEM;  n=6-8 en cada grupo. #p<0,05 
MCAO TLR4
+/+
 2 días vs MCAO TLR4
+/+
 1 día. 
 
 
4.2.3. Efecto de TLR4 en la respuesta circulante periférica 
 La inflamación sistémica nos puede dar las claves necesarias para saber 
en qué medida influyen los leucocitos de la circulación sistémica en aquellos 
que son reclutados a la zona de daño en la reparación del tejido isquémico. 
- Neutrófilos circulantes 
 Mediante citometría de flujo, cuantificamos el número de neutrófilos en la 
circulación sistémica los días 1 y 2 después de la isquemia. 
 Observamos que los niveles de neutrófilos de los grupos TLR4+/+ se 
mantenían estables en los dos tiempos estudiados. Sin embargo, la población 
de neutrófilos en los animales TLR4-/- mostró un pico un día tras la isquemia, 
cuadruplicando los valores de los animales sham y triplicando a los TLR4+/+ con 
igual volumen de infarto. Sin embargo, a los dos días, la tendencia se había 
invertido y los niveles de neutrófilos caen hasta niveles basales (Figura 4.16). 
 
Figura 4.16. Efecto de TLR4 en la respuesta de los neutrófilos circulantes. Los niveles de neutrófilos 
circulantes fueron determinados por citometría de flujo (ver apartado Materiales y Métodos), 1 y 2 días 
tras isquemia en los grupos representados Los datos son media ± EEM; n=6-8 en cada grupo. *p<0,05; 
#p<0,05 MCAO TLR4
-/-
 2 días vs MCAO TLR4
-/- 
1 día.  
- Monocitos circulantes 
 En el caso de los monocitos, la población resultó más heterogénea 
registrándose valores más variables entre los animales del mismo grupo. No 
observamos ninguna diferencia dependiente de TLR4 a los dos tiempos 
estudiados (Figura 4.17). 
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Figura 4.17. Efecto de TLR4 en la respuesta de los monocitos circulantes. Los niveles de monocitos 
circulantes fueron determinados por citometría de flujo (ver apartado Materiales y Métodos), 1 y 2 días 
tras isquemia en los grupos representados Los datos son la media ± EEM; n=6-8 en cada grupo. 
- Linfocitos circulantes 
 El número de linfocitos de los animales TLR4+/+ mostró un aumento 2 
días tras ictus (Figura 4.18), siendo significativamente mayor que el grupo 
TLR4-/-. 
 
Figura 4.18. Efecto de TLR4 en la respuesta de los linfocitos circulantes. Los niveles de linfocitos 
circulantes fueron determinados por citometría de flujo (ver apartado Materiales y Métodos), 1 y 2 días 
tras isquemia en los grupos representados Los datos son la media ± EEM; n=6-8 en cada grupo; *p<0,05; 
#p<0,05 MCAO TLR4
+/+
 2 días vs MCAO TLR4
+/+
 1 día. 
 
 
 
4.3. Estudio del efecto de la edad en la neurogénesis tras ictus isquémico 
experimental 
4.3.1 Efecto de la edad en el tamaño del infarto cerebral 
 La MCAO se realizó en ratones C57BL/10J jóvenes y viejos, mediante 
oclusión proximal y distal para obtener tamaños de infarto diferentes. Como 
cabía esperar, los animales con oclusión proximal tuvieron tamaños de infarto 
significativamente mayores que los grupos de oclusión distal (Figura 4.19). Tras 
la oclusión proximal, observamos una regresión de la lesión similar en ambos 
grupos (jóvenes y viejos) al comparar los volúmenes obtenidos a los 2 y 7 días 
tras el ictus (Figura 4.19A). Sin embargo, después de la oclusión distal, el área 
infartada en el grupo de animales viejos no sufrió esta disminución a los 7 días, 
aunque sí en el grupo de animales jóvenes (Figura 4.19B; p<0,05). Por lo tanto, 
nuestros resultados demuestran que la evolución del infarto depende del 
tamaño de la lesión inicial. 
 
Figura 4.19. Efecto de la edad en el desarrollo del infarto. El tamaño de infarto se determinó por RMN 
(2 días) y por Nissl (7 días) tras MCAO en ratones jóvenes (2-3 meses; columnas lisas) y en ratones 
viejos (13-14 meses; columnas rayadas) tras la oclusión proximal (A) y distal (B) de la ACM. Datos: media 
± EEM: n=8; *p<0,05 
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4.3.2. Efecto de la edad en la proliferación celular  
a. Influencia del tamaño del infarto en la proliferación celular en la 
ZSV 
- Estudios inmunohistoquímicos  
 Observamos que el grupo de ratones jóvenes tras la oclusión de la ACM, 
presenta una correlación positiva entre el tamaño de infarto y la proliferación de 
células BrdU+ en la ZSV ipsilateral a los 7 días tras la isquemia (Figura 4.20, 
r=0,812, n=10, p<0,05). Curiosamente, esta correlación se pierde en los grupos 
de animales viejos (Figura 4.20, r=-0,100, n=10, p>0,05). 
 
Figura 4.20. Efecto de la edad en la correlación entre la proliferación celular en la zona 
subventricular y el tamaño de infarto. Correlación entre el número de células BrdU+ en la ZSV a los 7 
días y el tamaño de infarto entre animales jóvenes (A) y viejos (B) n=10-11. 
 En este contexto, nuestros datos demuestran que los animales viejos no 
presentan modificada la proliferación celular en la ZSV después de MCAO 
distal, como se puede ver por el número similar de células BrdU+ en la ZSV 
ipsilateral, determinado a los 7 y 14 días tras el daño isquémico, cuando se 
compara con el grupo de animales jóvenes (Figura 4.21). Sin embargo, en los 
grupos sham, los animales viejos mostraron menor número de células 
proliferativas en la ZSV, como previamente se ha descrito para condiciones 
fisiológicas (Ahlenius et al., 2009). 
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Figura 4.21. Efecto de la edad en la proliferación celular en la ZSV. (A) Imágenes representativas de 
las células BrdU+ en la ZSV (Barra de escala= 200 µm). (B) Número de células BrdU+ en la ZSV a los 7 y 
(C) 14 días tras la oclusión de la ACM cuando comparamos ratones jóvenes y viejos. Los datos son la 
media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
- Estudios por citometría de flujo 
 Con el fin de confirmar los resultados anteriormente obtenidos y 
establecer la naturaleza de las células presentes en la ZSV, también 
caracterizamos por citometría de flujo los diferentes tipos celulares presentes 
en la ZSV a tiempos más tempranos (1 y 2 días tras MCAO distal) (Figura 4.22 
A y C). 
 Nuestros resultados muestran que no hay diferencias entre los grupos 
de animales sham y MCAO. En el caso de la población de células 
prominina1+/EGFR+/nestina+ observamos diferencias sólo 1 día tras la 
isquemia, donde los animales jóvenes presentan significativamente más células 
que los animales viejos (Figura 4.22 B; MCAO joven vs. MCAO viejo; p<0,05). 
Igualmente vimos que los grupos de ratones jóvenes presentaban mayor 
número de células prominina1+/EGFR+/nestina- que los ratones viejos 1 día 
tras la isquemia (Figura 4.22 D MCAO joven vs. MCAO viejo; p<0,05). 
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Curiosamente a los dos días no se observan diferencias entre jóvenes y viejos 
en ninguna de las dos poblaciones. También vimos que los grupos de sham 
viejos presentaban una menor proliferación de las dos poblaciones que los 
grupos jóvenes (Figura 4.22 B y D). 
 
Figura 4.22. Efecto de la edad en las poblaciones de células madre y progenitores neurales de la 
ZSV tras ictus experimental. (A y C) Análisis por citometría de flujo de la ZSV. Dot plots representativos 
de las poblaciones de interés. (B) Gráficas de los datos obtenidos los días 1 y 2 de las poblaciones 
Prominina1+/EGFR+/Nestina+ y (D) Prominina1+/EGFR+/Nestina-. Los datos son media ± EEM; *p<0,05; 
n=6-8 en cada grupo. 
4.3.3. Efecto de la edad en la migración de neuroblastos hacia la zona 
isquémica  
 También exploramos el efecto de la edad sobre la población de 
neuroblastos (células tipo A; Dcx+) en la zona subventricular (Z1 en el 
esquema A de la Figura 4.23) y en las zonas migratorias contiguas a lo largo 
del cuerpo calloso (Z2 y Z3) en dirección a la corteza isquémica, a los 7 y 14 
días tras el ictus (Figura 4.23).  
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 No encontramos ningún efecto de la edad sobre la densidad de 
neuroblastos entre ambos grupos y en las 3 zonas a los 7 días de la isquemia. 
Sin embargo, a los 14 días de la isquemia, la densidad de neuroblastos en las 
Z2 y Z3 fue mayor en los animales viejos cuando se compara con los jóvenes 
(Figura 4.23 C y D; MCAO jóvenes vs. MCAO viejos; p<0,05), sugiriendo o una 
mayor migración o una migración retenida y acumulada en estos animales. 
 
Figura 4.23. Efecto de la edad en la migración de neuroblastos desde la ZSV hasta la zona 
infartada. (A) Diagrama de una sección coronal mostrando la zona de estudio (recuadros púrpuras). (B) 
Imágenes representativas de los neuroblastos (Dcx+) de las tres zonas de estudio contiguas (Barra de 
escala= 200µm). (C) Gráficas de la densidad de neuroblastos a los 7 y (D) 14 días de la isquemia. Datos 
mostrados: media ± EEM, n=6-8;  *p<0,05 
 
4.3.4. Efecto de la edad en la formación de nuevas neuronas en la corteza 
peri-infarto 
 Para finalizar, quisimos saber cuántos de esos neuroblastos llegaban a 
la corteza y se diferenciaban a neuronas maduras. Para ello, cuantificamos el 
número de células BrdU+/NeuN+ en la corteza ipsilateral a los 14 días después 
del daño isquémico. Nuestros datos muestran que los animales viejos, pese a 
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mostrar mayor número de neuroblastos en las zonas migratorias estudiadas, 
presentaban menor número de células BrdU+/NeuN+ que los animales jóvenes 
(Figura 4.24; MCAO jóvenes vs. MCAO viejos, p<0,05). No encontramos 
neuronas nuevas en la corteza de los animales sham. 
 
Figura 4.24. Efecto de la edad en la diferenciación neuronal en la corteza peri-infarto tras MCAO.  
(A) Diagrama de una sección coronal representativa mostrando la zona cortical de rastreo cuantificada 
(recuadros verdes) e imagen representativa de las neuronas (NeuN+) adultas de nueva formación 
(BrdU+) en la zona de estudio. (B) Representación gráfica de las células BrdU+/NeuN+ cuantificadas a los 
14 días. (Barra de escala= 20 µm). Los datos son media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
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4.4. Estudio del efecto de la edad en parámetros inflamatorios tras ictus 
isquémico experimental 
4.4.1. Efecto de la edad en la proliferación microglial 
- Estudios inmunohistoquímicos 
 Los grupos de animales viejos mostraron mayor número de células 
BrdU+ y BrdU+/Iba1+ en el peri-infarto que los animales jóvenes a los 7 días 
post-isquemia (40% más de células BrdU+ y 60% BrdU+/Iba1+; p<0,05 viejos 
vs  jóvenes; Figura 4.25 A, C y D). Sin embargo, a los 14 días se perdía ese 
efecto. La cantidad de células Iba1+ total era similar en animales jóvenes y en 
viejos a los 7 y 14 días (Figura 4.25 B). 
 
Figura 4.25. Efecto de la edad en la proliferación microglial de la corteza peri-infarto tras ictus 
experimental. (A) Imágenes representativas de la microglía en la zona de corteza estudiada. Las células 
(B) Iba1+, (C) BrdU+ y (D) BrdU+/Iba1+ (células microgliales) fueron cuantificadas sobre imágenes 
confocales digitalizadas. Los datos muestran la media ± EEM, n=6-8 en cada grupo. Barra de escala= 
50µm. Los datos son media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
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- Estudios por citometría de flujo 
 Apoyando los anteriores resultados, los estudios realizados por 
citometría de flujo revelaron un comportamiento similar de la microglía 
(CD45interm/CD11b+) en el área del peri-infarto dos días después de la isquemia 
(Figura 4.26; p<0,05).  
 
Figura 4.26. Efecto de la edad en la proliferación microglial de la corteza peri-infarto tras ictus 
experimental. (A) Dot plots representativos de la subpoblación CD45
interm
 y CD11b+ en la suspensión 
celular de la corteza del peri-infarto dos días tras el ictus. (B) Análisis por citometría de flujo de la 
microglía en el área peri-infarto dos días tras ictus. Los datos son media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada 
grupo. 
 
4.4.2. Efecto de la edad en la infiltración celular 
- Neutrófilos infiltrados 
 La población de neutrófilos reclutada en la corteza isquémica cerebral se 
estudió por citometría de flujo los días 1 y 2 tras la isquemia. El análisis mostró 
un aumento significativo en el grupo de los animales viejos frente a los jóvenes 
1 día tras la isquemia (Figura 4.27; p<0,05). 
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Figura 4.27. Efecto de la edad en la respuesta de los neutrófilos infiltrados en la corteza isquémica. 
Los niveles de neutrófilos fueron determinados por citometría de flujo (ver Materiales y Métodos), 1 y 2 
días tras la isquemia en los grupos representados. Los datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada 
grupo. 
- Macrófagos infiltrados 
 Los niveles de macrófagos/monocitos infiltrados en el tejido no 
mostraron diferencias con respecto a la edad y a los tiempos estudiados. 
Observamos un aumento significativo dos días tras la isquemia tanto en el 
grupo de los animales jóvenes como viejos (Figura 4.28). 
 
Figura 4.28. Efecto de la edad en la respuesta de los monocitos infiltrados en la corteza isquémica. 
Los niveles de monocitos infiltrados fueron determinados por citometría de flujo (ver Materiales y 
Métodos), 1 y 2 días tras la isquemia en los grupos representados Los datos son la media ± EEM; n=6-8 
en cada grupo #p<0,05 MCAO 2 días vs MCAO 1 día. 
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- Linfocitos infiltrados 
 Al estudiar la extravasación de linfocitos no observamos ninguna 
diferencia ni con respecto a la edad de los animales, ni a los tiempos 
estudiados (Figura 4.29). 
 
Figuras 4.29. Efecto de la edad en la respuesta de los linfocitos infiltrados en la corteza isquémica. 
Los niveles de linfocitos infiltrados fueron determinados por citometría de flujo (ver Materiales y Métodos), 
1 y 2 días tras la isquemia en los grupos representados Los datos son la media ± EEM; n=6-8 en cada 
grupo 
4.4.3. Efecto de la edad en la respuesta circulante periférica 
 Al igual que en el bloque anterior, decidimos estudiar la inflamación 
sistémica pero, en este caso, para saber cómo influye la edad en la respuesta 
de los leucocitos de la circulación sistémica y su reclutamiento en la zona de 
daño. 
 El primer aspecto que nos interesaba saber era si la edad y la isquemia 
estaban alterando la cantidad total de células inmunes del torrente sanguíneo, 
es decir, la reacción inflamatoria en la circulación sistémica. Para ello, 
estudiamos de nuevo las poblaciones de neutrófilos, monocitos y leucocitos. 
- Neutrófilos circulantes 
 La población de neutrófilos a nivel sistémico mostró niveles muy 
similares entre los distintos grupos y a los tiempos estudiados. Por tanto, la 
edad no parece estar alterando la cantidad de neutrófilos sanguíneos tras el 
ictus experimental (Figura 4.30). 
 
 
 
Figura 4.30. Efecto de la edad en la respuesta de los neutrófilos circulantes. Los niveles de 
neutrófilos fueron determinados por citometría de flujo (ver Materiales y Métodos), 1 y 2 días tras la 
isquemia en los grupos representados. Los datos son la media ± EEM; n=6-8 en cada grupo. 
- Monocitos circulantes 
 Cuando analizamos los monocitos en el torrente sanguíneo, tampoco 
vimos diferencias entre los animales jóvenes y viejos y a los tiempos 
estudiados (Figura 4.31). 
 
Figura 4.31. Efecto de la edad en la respuesta de los monocitos circulantes. Los niveles de 
monocitos circulantes fueron determinados por citometría de flujo (ver Materiales y Métodos), 1 y 2 días 
tras la isquemia en los grupos representados. Los datos son la media ± EEM; n=6-8 en cada grupo. 
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- Linfocitos circulantes 
 En los niveles de linfocitos, se observa un pico el día 2 en los animales 
jóvenes que no se observa en los animales viejos (Figura 4.32). 
 
Figura 4.32. Efecto de la edad en la respuesta de los linfocitos circulantes. Los niveles de linfocitos 
circulantes fueron determinados por citometría de flujo (ver Materiales y Métodos), 1 y 2 días tras la 
isquemia en los grupos representados. Los datos son la media ± EEM; *p<0,05; n=6-8 en cada grupo. 
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5. DISCUSIÓN 
 
A lo largo de esta tesis doctoral, hemos explorado el papel de TLR4 en 
la proliferación de distintos tipos celulares, así como en la migración de 
neuroblastos y en la diferenciación neuronal después de un ictus isquémico 
experimental, utilizando un modelo de isquemia focal permanente en ratones, 
normales o con deleción génica del receptor TLR4. También, hemos estudiado 
en estas condiciones el proceso inflamatorio tanto a nivel central como 
periférico. Por último, hemos explorado la influencia de la edad en estos 
mismos procesos. Para ello, hemos reproducido en ratones viejos, muchos de 
los experimentos llevados a cabo en ratones jóvenes. 
Nuestros datos muestran una serie de evidencias que hemos dividido en 
dos bloques que iremos discutiendo a continuación. 
 
A. IMPLICACIÓN DEL RECEPTOR TLR4 EN LA NEUROGÉNESIS TRAS 
ICTUS ISQUÉMICO EXPERIMENTAL 
 
Infarto y TLR4 
En el presente estudio hemos descrito que el receptor TLR4 está 
implicado en el daño cerebral que se produce después de un ictus 
experimental, resultados que están de acuerdo con los previos publicados por 
nuestro grupo (Caso et al., 2007). Así, hemos observado que los ratones que 
expresan de forma normal el receptor TLR4 (TLR4+/+) presentan volúmenes de 
infarto significativamente mayores que los ratones deficientes para TLR4 
(TLR4-/-). 
En nuestro grupo de investigación describimos que los ratones 
deficientes para TLR4 presentaban, tras el ictus, menores niveles de expresión 
de IRF-1, iNOS, COX-2 y MMP9, todos ellos mediadores pro-inflamatorios que 
han sido implicados en el daño isquémico. Además, también presentaban 
niveles reducidos de interferon- y de malondialdehído (un marcador de 
peroxidación lipídica) (Caso et al., 2007). En definitiva, demostramos que la 
señalización TLR4 induce una potente respuesta inflamatoria que estaba 
mediando el daño cerebral tras un ictus (Caso et al., 2007).  
 
 
 
Varios trabajos, simultáneos o posteriores, han venido a confirmar la 
participación de distintos TLRs en el daño isquémico (Cao et al., 2007; Caso et 
al., 2007; Tang et al., 2007; Tang et al., 2013), poniendo de manifiesto el hecho 
de que esta patología siempre va acompañada de una fuerte respuesta 
inflamatoria, mediada en gran medida por la activación de estos receptores 
(Aderem and Ulevitch, 2000). 
 
Proliferación en la ZSV y TLR4   
Se ha descrito que, bajo condiciones fisiológicas, la ZSV es un área 
activa donde persiste la neurogénesis en el cerebro adulto, y que contiene 
células precursoras neurales proliferativas que se diferencian a neuroblastos y 
que migran a lo largo de la ruta migratoria rostral hasta el bulbo olfatorio 
(Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). También se ha descrito que, 
después de un ictus, existe un aumento de la proliferación en la ZSV (Jin et al., 
2001; Zhang et al., 2001; Arvidsson et al., 2002).  
En este contexto, nuestros resultados muestran por primera vez que, en 
condiciones isquémicas, la proliferación celular de la ZSV (de células marcadas 
5-6 días tras la oclusión y medida al día 7º) depende del tamaño del infarto. De 
hecho, hemos visto que existe una fuerte correlación positiva entre el tamaño 
de infarto y la proliferación celular determinadas en la ZSV ipsilateral a los 7 
días del infarto. Se sabía, como hemos dicho antes, que grandes infartos 
estriatales producía un aumento de la proliferación en la ZSV (Jin et al., 2001; 
Zhang et al., 2001; Arvidsson et al., 2002), sin embargo, la relación directa 
entre infartos corticales y el tamaño de la lesión no había sido descrita hasta 
ahora. Es importante destacar que cuando determinamos la correlación a los 
14 días de producirse la lesión, ésta deja de ser positiva y se hace negativa. 
Estos hallazgos podrían explicarse por el protocolo de inyecciones de BrdU que 
hemos utilizado, ya que podríamos estar sobreestimando la población que 
prolifera en la ZSV por diferentes causas. Primero, las células marcadas que 
estamos midiendo son sólo aquellas que están proliferando cuando se aplica el 
pulso de BrdU, es decir los días 5 y 6 después de la isquemia. Segundo y más 
importante, el ictus no sólo aumenta la proliferación celular en la ZSV sino que 
también aumenta los procesos migratorios de las nuevas células hacia el sitio 
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del daño (Luskin, 1993; Arvidsson et al., 2002; Zhang et al., 2006; Zhang et al., 
2007), disminuyendo así el número de células proliferativas en la ZSV. Este 
fenómeno puede hacer que no se aprecie un cambio aparente en el número 
total, cuando se comparan entre sí distintos grupos (MCAO y sham) y en un 
momento determinado. Así, el número de células que proliferan en un momento 
concreto en la ZSV resulta del balance entre la proliferación y la migración. En 
este contexto, nuestros datos obtenidos en animales sham, mostrando niveles 
más elevados que en los grupos de animales isquémicos (a pesar de la 
correlación positiva con el tamaño de la lesión a los 7 días), apoyan esta 
afirmación y están de acuerdo con los datos de proliferación -15-21%- descrito 
en animales postnatales (Schultze and Korr, 1981; Smith and Luskin, 1998). 
Segundo, nuestros resultados muestran que, en condiciones fisiológicas, 
los ratones TLR4+/+ tienen un menor número de células BrdU+ en la ZSV 
cuando se compara con los animales TLR4-/-.  Estos datos indican que TLR4 
inhibe de forma fisiológica la proliferación en la ZSV, corroborando resultados 
previamente publicados por otros autores (Rolls et al., 2007).  
Tercero, nuestros datos demuestran por primera vez que la presencia de 
TLR4 inhibe la proliferación celular de la ZSV tras procesos de ictus. Estos 
resultados son de gran importancia ya que no se habían descrito previamente. 
Concretamente, hemos visto que se reduce la población de células 
Prominina1+/EGFR+/Nestina- al 1º y 2º día post-ictus (estudios citométricos) y 
de células BrdU+ a los 7 días después del daño isquémico en la ZSV 
ipsilesional de ratones que expresan normalmente TLR4 comparados con el 
grupo de ratones TLR4-/- con tamaños de infarto similares. Estas células 
corresponden a la población de progenitores de amplificación transitoria 
(células tipo C), en un estadío (tipo 3) justo anterior al de convertirse en 
neuroblastos pero que aún mantienen su potencial proliferativo (EGFR+). Este 
mismo tipo de célula fue descrito por Kempermann en la zona subgranular del 
giro dentado, que es la zona neurogénica del hipocampo (Kempermann et al., 
2004; Ming and Song, 2011). Por el contrario, el otro tipo celular que hemos 
estudiado que corresponden con células madre tipo B (células tipo B: 
prominina1+/EGFR+/nestina+) no parecen estar afectadas por la presencia o 
ausencia de TLR4. 
 
 
 Los estudios realizados con tomografías por emisión de positrones 
(técnicas no invasivas y de gran resolución), también apoyan nuestras 
conclusiones sobre el efecto inhibitorio de TLR4 en la proliferación de la ZSV 
tras ictus. Estas técnicas (PET) y usando el mismo radiotrazador [18F] FLT ya 
habían sido utilizados para el estudio de la proliferación y neurogénesis adulta 
(Rueger et al., 2012), pero nunca se habían usado para estudiar la 
participación de TLR4. 
 Por tanto, nuestros datos indican que el ictus, en la ZSV, induce una 
compleja respuesta proliferativa, con la participación simultánea de factores 
estimuladores e inhibidores: mientras el receptor TLR4 juega un papel 
inhibidor, la presencia de un mayor nº de células proliferativas tras lesiones 
mayores indica que otro/s factor/es la incrementan, aunque su estudio no se 
aborda en la presente Tesis Doctoral.  
 
Migración de neuroblastos y TLR4 
Nuestros resultados ponen de manifiesto que la deficiencia de TLR4 
retrasa el proceso de migración de neuroblastos desde la ZSV hacia el área 
dañada. En nuestro estudio, examinamos la población de neuroblastos (células 
tipo A) en tres zonas migratorias que se extienden desde la ZSV (Z1), a través 
del cuerpo calloso (Z2) y hacia la lesión isquémica (Z3), en dos tiempos 
diferentes, 7 y 14 días tras el daño isquémico. Una semana después de 
producirse el infarto, observamos que los neuroblastos de los ratones TLR4+/+ 
son capaces de migrar a mayor distancia y alcanzar áreas más cercanas a la 
región dañada (Z3) que los neuroblastos presentes en los animales TLR4-/-.  
Por el contrario, a los 14 días, observamos que la densidad de 
neuroblastos -en las 3 áreas estudiadas- disminuía en los ratones TLR4+/+ 
cuando se comparaban con los datos de 7 días, lo que estaba de acuerdo con 
el proceso de migración hacia el área dañada descrito. Sin embargo, los 
valores de las densidades de neuroblastos en Z1-Z3 de los ratones TLR4-/- a 
los 14 días eran similares a los valores obtenidos en 7 días y superiores a 
aquellos vistos en los ratones TLR4+/+, indicando que la migración en los 
animales TLR4-/- está enlentecida o incluso retenida, y sugiriendo así que TLR4 
es crucial para la migración de neuroblastos hacia la zona dañada.  
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Además, se observa a los 14 días que la microglía de la zona del cuerpo 
calloso (Z2 y Z3) aparece más activada en los animales TLR4-/-, lo que podría 
sugerir que está participando en procesos de fagocitosis de los neuroblastos 
que han quedado irremediablemente retenidos en esa zona donde no son 
viables. Futuros ensayos de fagocitosis in vivo podrían esclarecer esta 
hipótesis. Teniendo en cuenta los efectos duales de un daño isquémico sobre 
la proliferación en el nicho neurogénico subventricular, nuestros hallazgos 
sugieren que el principal efecto del ictus sobre el proceso de neurogénesis se 
ejerce a nivel de la migración, probablemente conducido por “factores 
intrínsecos” inducidos por el daño isquémico. 
En relación con este punto, ya hemos comentado que el ictus es capaz 
de promover la migración de neuroblastos hacia el sitio del daño (Arvidsson et 
al., 2002; Zhang et al., 2006; Saha et al., 2012), aunque todavía no se conocen 
bien los mecanismos implicados. Nuestros estudios son los primeros en indicar 
la implicación de TLR4 en este proceso. Otros estudios han demostrado que la 
sobre-expresión de la proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y del 
factor derivado de células estromales 1 (SDF1) en cerebros dañados 
proporciona las señales quimiotácticas que atraen a los neuroblastos (Imitola et 
al., 2004; Robin et al., 2006; Yan et al., 2007). En este contexto, estudios 
previos que demuestran que la expresión de MCP-1 es menor en ratones 
TLR4-/-, podrían explicar, al menos en parte, la migración defectuosa observada 
en los ratones deficientes para TLR4 (Chong et al., 2004; Ao et al., 2009). 
Además, también se ha relacionado a la MMP9 como factor esencial para la 
migración de neuroblastos ya que se ha demostrado que la inhibición de MMPs 
suprime significativamente el movimiento de los neuroblastos desde la ZSV al 
tejido dañado (Lee et al., 2006). Nuestros resultados previos, mostrando una 
menor expresión de MMP9 en ratones TLR4-/- tras ictus (Caso et al., 2007), 
podrían apoyar la peor migración, como ahora hemos descrito.  
Estas evidencias sugieren el interés que podría tener describir los 
mecanismos a través de los que TLR4 está participando en el proceso. Para 
ello, serían necesarios ensayos de migración in vitro con neurosferas, en 
presencia y ausencia de TLR4, que podríamos estimular con los factores 
quimiotácticos que operan in vivo, como son MCP-1, y SDF1, y el factor 
MMP9, para ver si el efecto sobre la migración es directo. 
 
 
Sin embargo, no podemos descartar que TLR4 pudiera estar 
participando en el proceso de migración de neuroblastos a través de un 
mecanismo indirecto aumentando su expresión en los astrocitos del cuerpo 
calloso (ya que TLR4 no se expresa en neuroblastos), los cuales se encargan 
de formar el tubo glial que guía la migración de los neuroblastos. 
 
Diferenciación celular y TLR4 
Finalmente, hemos descrito que los ratones TLR4-/- tienen un menor 
número de nuevas neuronas (BrdU+/NeuN+) en la zona cortical peri-infarto a 
los 14 y 28 días tras el ictus, lo cual concuerda con la supresión del proceso de 
migración visto anteriormente. Aunque el número encontrado parece 
relativamente bajo, ello se debe a que lo que se muestra en las figuras sólo 
representa la fracción de células que alcanza el infarto y se diferencian a 
neuronas entre las que habían proliferado en los días 5 y 6 tras la isquemia, 
que fue el momento en el que se administró el pulso de BrdU. Estos resultados 
apoyan un papel para TLR4 como mediador en el proceso de neurogénesis 
inducido por la isquemia a través de un aumento en la migración a pesar de 
una proliferación reducida. No podemos descartar que TLR4 pudiera también 
afectar a otros mecanismos como son la diferenciación y la supervivencia 
neuronal. Serían necesarios más estudios y examinar con más detenimiento 
los resultados comportamentales a largo plazo y estudiar la implicación de 
TLR4 sobre los procesos de neurorreparación a tiempos más tardíos.  
 
Parámetros inflamatorios y TLR4 
En la presente Tesis Doctoral hemos llevado a cabo distintas 
aproximaciones para estudiar el efecto de TLR4 sobre la proliferación en el 
proceso inflamatorio.  
Por un lado, hemos estudiado la proliferación microglial (BrdU+/Iba1+) y 
la proliferación general (BrdU+ total) en la corteza peri-infarto, y hemos visto 
que ambas son independientes de TLR4 a los tiempos estudiados (7 y 14 días). 
Existen diferentes razones que podrían justificar los resultados encontrados. En 
primer lugar, hay grupos que señalan que la activación microglial es TLR4-
independiente (Chen et al., 2012b; Fukagawa et al., 2013), de acuerdo con 
nuestros datos. Pero además, no podemos descartar que existan cambios que 
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no hemos podido detectar, como son: i) que no diferenciamos el tipo de 
microglía y/o macrófago estudiada (con fenotipo pro-inflamatorio M1 o 
alternativo anti-inflamatorio M2), ii) que el tipo de células que estemos 
determinando sean microglía residente o macrófagos infiltrados, y iii) que la 
microglía detectada esté activada o en reposo (Ito et al., 2001; Badan et al., 
2003a; Hu et al., 2012b; Scheffel et al., 2012).  
 De forma general está aceptado que la señalización por TLR4 está 
implicada en la activación clásica de la microglía, que reduce la fagocitosis, 
aumenta la secreción de mediadores pro-inflamatorios y produce daño 
neuronal, que corresponden a un tipo de microglía/macrófago al que se 
denomina fenotipo clásico o M1. Sin embargo, también se ha descrito otro 
fenotipo llamado alternativo o M2 con células cuya actividad fagocítica es más 
intensa y la producción de mediadores pro-inflamatorios más reducida (Hu et 
al., 2012a). Ambos fenotipos se han descrito después del ictus pero con 
distintos perfiles temporales (Hu et al., 2012a). TLR4 es un receptor clave en 
estos procesos: por un lado, inicia la activación clásica (Mosser and Edwards, 
2008) por LPS y otros DAMPs, además, el propio receptor TLR4, en presencia 
de complejos inmunes, induce un fenotipo alternativo M2b (Mantovani et al., 
2004). En este sentido, se ha demostrado que TLR4, a través de la vía 
dependiente de TRIF y activando IRF3, promovería la conversión del fenotipo 
microglial M1 al anti-inflamatorio M2 (Tarassishin et al., 2011). De cualquier 
forma, deben realizarse estudios más amplios y bajo condiciones isquémicas 
para establecer cuáles de estas vías se activan por TLR4, y cómo se modulan, 
ya que los efectos son diferentes. 
 
 Por otro lado, también hemos descrito cómo se comportan otras células 
inmunes tras el estímulo isquémico, tanto en la circulación periférica como 
aquellas que se infiltran al tejido dañado. Sorprendentemente, hemos 
observado que hay un número mayor de células infiltradas (neutrófilos y 
monocitos) en los animales TLR4-/- que en los animales TLR4+/+. Ya hemos 
comentado que el ictus desencadena una fuerte respuesta inflamatoria 
caracterizada no sólo por la rápida activación de células residentes 
(principalmente microglía) sino también por una mayor infiltración de células 
inflamatorias circulantes (neutrófilos, monocitos y/o macrófagos, linfocitos)(para 
 
 
revisión ver (Gelderblom et al., 2009; Jin et al., 2010). De hecho, se tiende a 
pensar que a mayor lesión isquémica, mayor activación microglial y mayor 
reclutamiento de células, sin embargo trabajos recientes ponen en duda estas 
afirmaciones.  
En este sentido, existen evidencias que señalan al receptor TLR4 como 
iniciador del reclutamiento de leucocitos (Zhou et al., 2006; Zhou et al., 2009) y 
de hecho el efecto neuroprotector del antagonista de TLR4 (TAK 242), se 
debería, al menos en parte, a una menor infiltración de células inflamatorias 
periféricas (Wang et al., 2013). Sin embargo, como comentábamos 
previamente, TLR4 es un actor clave en la polarización de células mieloides. 
En este sentido, está cada vez más claro que, además de macrófagos, los 
neutrófilos son susceptibles de sufrir esta polarización, de tal manera que su 
ausencia podría desencadenar una activación “alternativa” de los neutrófilos, y 
con mayor velocidad y/o capacidad de infiltración. En efecto, recientemente 
nuestro grupo ha publicado que, tras ictus, la población de neutrófilos que 
infiltra el cerebro es heterogénea, lo que se manifiesta existiendo una población 
de neutrófilos que expresan marcadores asociados al fenotipo alternativo de 
macrófagos, y a los que hemos denominado neutrófilos alternativos N2. 
Además, hemos encontrado que el efecto neuroprotector de agonistas PPAR-
gamma como la rosiglitazona, es concomitante con un aumento en la población 
de neutrófilos infiltrantes N2, que infiltran mucho más rápido y que facilitarían la 
reparación del tejido a través de mecanismos de fagocitosis (Cuartero et al., 
2013; Ballesteros et al., 2014). De nuevo, y para intentar esclarecer este 
aspecto, serían necesarios más estudios determinando el fenotipo de las 
poblaciones de macrófagos (M1 y M2) y de neutrófilos (N1 y N2) mediante el 
uso de marcadores propios de fenotipo alternativo como son Ym1, CD36, etc. 
   
CONCLUSIÓN 
 Nuestros datos indican que el receptor TLR4, a pesar del efecto inhibidor 
que tiene en la proliferación celular de la ZSV, desempeña un importante papel 
en la neurogénesis inducida por ictus, promoviendo la migración de 
neuroblastos y aumentando el número de nuevas neuronas corticales durante 
la fase crónica del ictus. Una posibilidad interesante es que, en una acción 
conjunta, TLR4 frene un posible exceso de proliferación de células neurales 
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mientras que al mismo tiempo promueva la migración organizada de 
neuroblastos hacia el peri-infarto para un reemplazamiento eficiente de células 
muertas en el área dañada tras el ictus. 
 
B. INFLUENCIA DE LA EDAD EN LA NEUROGÉNESIS TRAS ICTUS 
ISQUÉMICO EXPERIMENTAL. 
 
En esta segunda parte de la Tesis Doctoral hemos explorado el papel de 
la edad en la neurogénesis después del ictus usando un modelo permanente 
de isquemia focal en ratones jóvenes y viejos. 
 
La edad y la progresión del infarto 
En primer lugar, hemos encontrado que la edad no influye en el tamaño 
del infarto cuando éste se mide a los 2 días; sin embargo, cuando se determina 
a los 7 días encontramos que, mientras que en los ratones jóvenes la lesión 
isquémica sufre una regresión y disminuye significativamente su tamaño, este 
efecto no se observa en los ratones viejos, los cuales tienen infartos mayores a 
este tiempo. Otros estudios previos en animales viejos muestran volúmenes de 
infarto mayores cuando se comparan con los ratones jóvenes (Popa-Wagner et 
al., 2007). En concreto, estos autores describieron que los roedores viejos 
desarrollan mayores volúmenes de infarto que los jóvenes cuando se 
determina a tiempos tempranos post-ictus; sin embargo, nosotros hemos 
encontrado este mayor volumen a tiempos más tardíos (7 días post-ictus), 
tiempo en el que estos autores no encontraron diferencias significativas en el 
volumen de infarto. Hay distintos factores que pueden explicar esta aparente 
controversia, como son el modelo isquémico utilizado, la edad de los animales 
o que se utilicen ratas o ratones (Zhang et al., 2005; Popa-Wagner et al., 2007; 
Popa-Wagner et al., 2011).  En este contexto, se han descrito muchos factores 
que podrían contribuir a la falta de regresión del infarto en animales viejos (para 
revisión (Popa-Wagner et al., 2011). Es importante destacar que el estado de 
“inflamm-aging” característico de los animales viejos y que describimos a 
continuación, podría participar en este defecto en la involución del daño 
cerebral observado. 
 
 
Proliferación en la ZSV y edad 
En segundo lugar, nuestros resultados muestran que, en los ratones 
viejos y bajo condiciones isquémicas, la proliferación de la ZSV (células BrdU+) 
a los 7 días después del daño no depende del tamaño de infarto, como queda 
reflejado por la correlación negativa encontrada. Como vimos anteriormente, en 
los animales jóvenes sí existe una correlación positiva entre la proliferación 
celular y el tamaño de infarto, que se pierde pues en los animales viejos. Esta 
correlación negativa podría explicarse porque tanto la neurogénesis fisiológica, 
como la inducida por isquemia es menor en los animales viejos que en los 
jóvenes. En efecto, nuestros datos en animales sham-viejos muestran que la 
neurogénesis fisiológica está reducida, como se demuestra por un menor 
número de células proliferativas (BrdU+), de células madre tipo B (células 
prominin-1+/EGFR+/nestin+) y de células de amplificación transitoria tipo C 
(células prominin-1+/EGFR+/nestin-). Nuestros resultados están de acuerdo 
con los previamente publicados (para revision ver (Hamilton et al., 2013). Como 
ya hemos comentado previamente, la participación simultánea de factores 
estimuladores e inhibidores de la proliferación y su afectación por la edad 
puede tener un papel esencial en los resultados encontrados. 
 
Además, también hemos encontrado que la vejez reduce la proliferación 
de la ZSV post-ictus en los 2 tipos celulares estudiados. Se reduce tanto el 
número de células tipo B (prominina1+/EGFR+/nestina+) como el número de 
células tipo C (prominina1+/EGFR+/nestina-) y, en particular, aquellas que se 
corresponden con las células de amplificación transitoria tipo 3 descritas por 
Kempermann en la zona subgranular (Kempermann et al., 2004; Popa-Wagner 
et al., 2011). En este contexto, Jin y colaboradores describen que la 
neurogénesis inducida por ictus está preservada, pero reducida, en los 
cerebros de ratones viejos, como demuestra un menor número de células 
BrdU+ en la ZSV (Jin et al., 2004). Sin embargo, nuestros datos suponen la 
primera demostración tras ictus de que la vejez inhibe la proliferación 
específicamente de células tipo B y tipo C en la ZSV.  
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Migración de neuroblastos y edad 
Nuestros resultados muestran que la edad retrasa o bloquea el proceso 
de migración de neuroblastos de la ZSV hacia el área dañada. En nuestro 
estudio, examinamos la población de neuroblastos (células tipo A: Dcx+) en las 
tres zonas migratorias partiendo de la ZSV (Z1) a través del cuerpo calloso (Z2) 
hacia la zona de daño isquémico (Z3), a dos tiempos diferentes, 7 y 14 días 
tras ictus. Dos semanas después del infarto, observamos que la densidad de 
neuroblastos en las zonas Z2 y Z3 está aumentada en ratones viejos cuando 
se compara con la de los ratones jóvenes, sugiriendo que la edad dificulta el 
proceso de migración. Muchos factores podrían estar involucrados en el 
proceso alterado de migración que hemos visto en animales viejos. Por una 
parte, la propia respuesta inflamatoria acelerada encontrada en los ratones 
viejos en respuesta al ictus podría estar contribuyendo a la formación temprana 
de la cicatriz glial en el área infartada que bloquearía la migración (Badan et al., 
2003b; Popa-Wagner et al., 2006). Por otra parte, se han descrito que algunos 
factores implicados en los procesos migratorios como EGF (Teramoto et al., 
2003) y VEGF (Wittko et al., 2009) están menos expresados o incluso inhibidos 
durante el envejecimiento (Enwere et al., 2004; Gao et al., 2009) lo que 
también podría estar justificando este proceso alterado. Se requieren estudios 
más detallados de estos aspectos para clarificar los mecanismos implicados. 
 
Diferenciación celular y edad 
Finalmente, hemos visto que los ratones viejos tienen un número muy 
bajo de nuevas neuronas (células BrdU+/NeuN+) en el área cortical a los 14 
días tras ictus, resultados que están de acuerdo con la supresión del proceso 
migratorio encontrado. Además, recientemente se ha publicado que la 
respuesta de neurogénesis tras infartos corticales en humanos es muy 
pequeña, hecho que seguramente se deba a que los pacientes son muy 
mayores (Codega et al., 2014). 
En resumen, hemos demostrado que en los animales viejos, algunos de 
los procesos que participan en la neurogénesis inducida por ictus se mantienen 
aunque globalmente ésta esté reducida, como lo demuestran la inhibición de la 
proliferación celular en la ZSV, la migración obstaculizada y un reducido 
número de nuevas neuronas en el área cortical. Por lo tanto, las medidas 
 
 
destinadas a incrementar los distintos procesos de neurogénesis podrían tener 
importantes implicaciones terapéuticas en pacientes mayores con ictus. Más 
aún, nuestros resultados remarcan la importancia de usar animales viejos para 
el estudio del ictus.  
 
Parámetros inflamatorios y edad 
 Nuestros datos muestran que el grupo de animales viejos tienen una  
mayor proliferación de la microglía en la corteza ipsilateral como se demuestra 
por un incremento de las células BrdU+/Iba1+ cuando se compara con los 
ratones jóvenes. Pero también hemos encontrado, que los animales viejos 
tienen un mayor número de neutrófilos infiltrados. Nuestros resultados apoyan 
la existencia de un estado basal activado (inflamm-aging) y están de acuerdo 
con estudios previos que describen que el número de células BrdU+ en el 
hemisferio infartado de ratas viejas los días 3 y 7 tras ictus excede al de las 
ratas jóvenes, correspondiendo el 45% de éstas a microglía activada (Popa-
Wagner et al., 2006). De acuerdo con esto, no sólo se ha descrito que la 
expresión basal de mRNA de CD11b e Iba1, marcadores de microglía activada, 
es mayor en los cerebros de las ratas viejas que en las jóvenes (Sandhir et al., 
2008) sino que la vejez también intensifica la activación clásica M1, mitigando 
la activación alternativa M2 (Lee et al., 2013a). Como antes comentábamos, la 
edad está asociada con una peor recuperación después del ictus y nuestros 
resultados, mostrando un cambio en el equilibrio del estado de la microglía 
hacia la activación (inflamm-aging), también apoyan este aspecto. Algunos 
mecanismos, como la eliminación retrasada de restos celulares en animales 
viejos (Kotter et al., 2005) y la formación rápida de la cicatriz glial tras ictus en 
ratas viejas (Badan et al., 2003b) que pueden estar asociados con la rápida 
proliferación celular encontrada –2 días de acuerdo con los análisis por 
citometría de flujo–, podrían contribuir a la pobre recuperación del tejido 
observada en animales viejos. Por último, el mayor número de neutrófilos 
infiltrados encontrado en los animales viejos coincide con el concepto clásico 
de que un mayor daño cerebral conlleva una mayor infiltración ya comentada 
previamente. De nuevo, al igual que hemos comentado con los experimentos 
de TLR4, se requieren estudios determinando el fenotipo de las células 
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infiltradas (macrógafos clásicos –M1- vs alternativos M2 y neutrófilos N1 vs N2) 
para poder establecer de forma más precisa el mecanismo implicado.     
 
CONCLUSIÓN  
 Los mecanismos que operan en las lesiones corticales distales en 
animales viejos están posibilitando una serie de procesos que, en última 
instancia, llevarán a la peor recuperación del tejido isquémico. Estos procesos 
consisten en una menor proliferación en la ZSV y una mayor microgliosis e 
infiltración de neutrófilos que crean un ambiente inflamatorio tal que impiden 
que se lleven a cabo de forma normal los procesos de migración y 
diferenciación. De hecho, podrían estar actuando como una barrera impidiendo 
el paso de los neuroblastos en su migración hacia la zona infartada y, en última 
instancia, impedir que las nuevas neuronas puedan integrarse en la corteza 
peri-infarto. 
 
En resumen, a lo largo de este trabajo hemos demostrado el papel de 
TLR4 en la proliferación de distintos tipos celulares, en la migración de 
neuroblastos y en la diferenciación neuronal después del ictus y, lo que es muy 
importante, las diferencias en estos procesos debidas a la edad. Muchos 
estudios experimentales han demostrado los efectos neuroprotectores de una 
alta variedad de fármacos después del ictus; sin embargo la mayoría de estos 
han fracasado al no mostrar beneficios en el ser humano. Una posible 
explicación para esta discrepancia entre los estudios experimentales y los 
clínicos podría ser el papel que la edad juega en la recuperación del cerebro. 
Nuestros resultados muestran diferentes efectos dependiendo de la edad de 
los animales, lo que remarca la importancia de usar animales viejos. En 
cualquier caso, son necesarios más estudios para examinar detenidamente el 
comportamiento a largo plazo y estudiar la implicación de TLR4 y de la edad 
sobre los procesos de neuro-reparación en este proceso tardío.  
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6. CONCLUSIONES 
1. Nuestros resultados confirman que TLR4 está implicado en el daño 
cerebral agudo que se produce después de un ictus experimental. 
 
2. TLR4 no sólo inhibe la proliferación fisiológica en la ZSV, como estaba 
previamente descrito, sino que además inhibe la proliferación celular en 
la ZSV tras procesos de ictus. En particular, TLR4 inhibe la proliferación 
de las células progenitoras de amplificación transitoria tipo 3 (células tipo 
C) sin afectar la de las células madre tipo B. 
 
3. TLR4 facilita la migración de neuroblastos (células tipo A) hacia la región 
dañada, de forma concomitante a un aumento en el número de nuevas 
neuronas corticales en la zona peri-infarto. 
 
4. TLR4 no está implicado en los procesos de proliferación microglial 
cortical, aunque de forma local, su ausencia puede estar facilitando la 
activación microglial por efectos indirectos. 
 
5. En ausencia de TLR4, se produce un aumento de la infiltración de 
células periféricas (neutrófilos y monocitos) en la zona del infarto, lo que 
sugiere que TLR4 podría estar implicado en los cambios fenotípicos de 
las diferentes células locales o periféricas.  
 
6. La edad de los animales no influye en el tamaño del infarto de forma 
temprana en los modelos estudiados. Sin embargo, a tiempos más 
tardíos, si bien en los ratones jóvenes la lesión isquémica se reduce, 
este efecto no se observa en los ratones viejos, en los cuales el tamaño 
de infarto se mantiene. 
 
7. Tras un daño isquémico en ratones jóvenes, pero no en viejos, la 
proliferación celular en la ZSV depende del tamaño del infarto. 
 
 
 
8. La edad inhibe tanto la proliferación fisiológica como la proliferación 
celular en la ZSV que se produce tras procesos de ictus. Hemos descrito 
que la edad inhibe específicamente la proliferación de las células 
progenitoras de amplificación transitoria tipo 3 (células tipo C) y de las 
células madre tipo B. 
 
9. La edad retrasa o bloquea el proceso de migración de neuroblastos 
(células tipo A) de la ZSV hacia el área dañada, de forma concomitante 
a una disminución del número de nuevas neuronas corticales en la zona 
peri-infarto. 
 
10. La edad conlleva una mayor proliferación de la microglía en la corteza 
ipsilateral al daño isquémico, compatible con un estado inflamatorio 
basal activado (“inflamm-aging”), que puede estar participando en los 
procesos descritos previamente. 
 
11.  La edad media una mayor infiltración de neutrófilos en la zona infartada, 
que puede estar contribuyendo al daño cerebral tras isquemia. 
 
12. En resumen, nuestros datos indican que el receptor TLR4 posee un 
doble papel en el ictus, mediando daño cerebral en la fase aguda y 
promoviendo neurogénesis en la fase crónica mientras que la edad 
puede tener efectos deletéreos en ambas fases del ictus, alterando la 
progresión del daño cerebral y retrasando o disminuyendo la 
neurogénesis. 
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7. RESUMEN 
 En el mundo, aproximadamente 15 millones de personas sufren un ictus 
cada año y, con 5 millones de muertes, el ictus es la segunda causa de muerte 
y la primera de discapacidad a largo plazo (Macrez et al., 2011). Se estima que 
alrededor del 25% de la población mayor de 85 años desarrollará un ictus. 
Pese a sus devastadoras consecuencias a nivel mundial, hasta la fecha, el 
único tratamiento farmacológico aprobado es la recanalización del vaso ocluido 
por medio de la administración intravenosa de rt-PA (Activador del 
Plasminógeno Tisular Recombinante), sin embargo, debido a los criterios de 
inclusión, muy pocos pacientes pueden beneficiarse de este tratamiento (Albers 
et al., 2011). Como consecuencia, es necesario el desarrollo de nuevas 
terapias neuroprotectoras y neurorreparadoras para el tratamiento en fase 
aguda y crónica de esta patología. 
 Cuando ocurre un ictus isquémico, se produce una cascada de eventos 
inflamatorios (cascada isquémica) que se inicia en la microvasculatura cerebral, 
donde el estrés oxidativo y las especies reactivas de oxígeno inducen la 
activación del sistema del complemento, las plaquetas y las células 
endoteliales (para revisión ver (Iadecola and Anrather, 2011)). A su vez, a nivel 
perivascular y del parénquima se produce una respuesta inmunológica innata 
que pone en marcha una fuerte respuesta inflamatoria. Uno de los principales 
tipos celulares responsables de la respuesta cerebral es la microglía, que son 
los macrófagos del cerebro que desencadena la respuesta inflamatoria 
mediante la producción de mediadores inflamatorios, lo que se lleva a cabo – 
en parte – gracias a la señalización intracelular que se pone en marcha tras la 
activación de los receptores toll-like (TLR). 
 Los TLR pertenecen a una familia de receptores de reconocimiento de 
patrones moleculares (PRR) que están asociados a patógenos (PAMPs) o a 
daño celular (DAMPs). Una vez reconocido el ligando, los TLRs producen 
mediadores inflamatorios a través de rutas de señalización intracelulares. 
Aunque las funciones fisiológicas de los TLRs no están bien exploradas, se ha 
descrito su participación en procesos como la inflamación y la neurogénesis. 
En el contexto de la isquemia cerebral, se sabe que TLR4 tiene un importante 
papel en la inducción de la respuesta inflamatoria y en la producción del daño 
 
 
tisular (Caso et al., 2007). De hecho, hay distintas evidencias experimentales 
que demuestran que la deficiencia no sólo de TLR4 sino también de TLR2 
atenúa significativamente el daño cerebral isquémico (Cao et al., 2007; Caso et 
al., 2007; Tang et al., 2007). Se ha descrito que los ratones deficientes para 
TLR4 tienen una menor expresión de mediadores inflamatorios cuando hay 
daño cerebral (Caso et al., 2007). Por otra parte, se ha visto que bajos niveles 
de activación de TLR4 previos a una isquemia, pueden ser beneficiosos para el 
sistema nervioso central protegiéndolo. Este proceso se denomina 
precondicionamiento isquémico y está implicado en la tolerancia isquémica 
(Pradillo et al., 2009). En su conjunto, TLR4 puede ser considerado como una 
diana terapéutica en fase aguda. 
 Además de su papel en la respuesta inflamatoria, TLR4 participa 
modulando procesos implicados en la homeostasis celular como la 
neurogénesis adulta. La neurogénesis es el proceso de generación de nuevas 
neuronas funcionales procedentes de precursores del SNC. En condiciones 
fisiológicas, existen dos nichos neurogénicos en el cerebro adulto: la zona 
subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo, de la cual las nuevas 
neuronas migran hacia la capa de células granulares; y la zona subventricular 
(ZSV) que ocupa la pared externa de los ventrículos laterales del cerebro 
anterior, de la cual los neuroblastos migran a través de la ruta migratoria rostral 
al bulbo olfatorio (para revisión (Gage, 2000; Alvarez-Buylla and Garcia-
Verdugo, 2002). En experimentos previos se ha demostrado que, bajo 
condiciones fisiológicas, TLR4 inhibe la proliferación y diferenciación neuronal 
(Rolls et al., 2007) en ratones adultos. Tras la isquemia cerebral la 
neurogénesis se mantiene y existen evidencias que confirman que los 
neuroblastos de la ZSV son capaces de migrar hacia la región de tejido 
infartado (Zhang et al., 2001; Arvidsson et al., 2002; Jin et al., 2003; Saha et al., 
2012). Sin embargo, la función que TLR4 pueda desempeñar en la 
neurogénesis tras ictus isquémico se desconoce. 
 Por otro lado, el ictus es una enfermedad que se padece principalmente 
en la vejez. La edad está asociada con una reducción generalizada en la 
capacidad del tejido adulto para repararse a sí mismo. Pero además, la edad 
está asociada a una reducción en la función del sistema inmune, conocida 
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como “inmunosenescencia” (Chamorro et al., 2007), acoplada con una 
inflamación basal crónica llamada “Inflamm-aging” (Franceschi et al., 2000).  
 
 Con estos antecedentes, establecimos la siguiente hipótesis: el receptor 
TLR4 está implicado en el ictus isquémico, tanto en la fase aguda mediando el 
daño cerebral, como en una fase más tardía modulando los procesos de 
neurorreparación (neurogénesis). Estos procesos son dependientes de la edad. 
 Y los objetivos que nos planteamos para demostrar la hipótesis fueron: 
1- Estudio de la implicación del receptor TLR4 como mediador de daño en la 
fase aguda y de neurorreparación en la fase crónica. Para ello, se ha llevado a 
cabo estudios de la implicación de TLR4 en los procesos de proliferación 
celular, de migración y de diferenciación tras ictus experimental. También se ha 
estudiado la implicación de TLR4 en la inflamación tanto a nivel central 
(infiltración y microgliosis en la zona de peri-infarto), como a nivel periférico 
(circulación sistémica). 
2- Estudio de la influencia de la edad en el proceso de neurogénesis 
(proliferación, migración y diferenciación) y en la respuesta inflamatoria central 
y periférica. 
 
 Para poder llevar a cabo los objetivos marcados en esta tesis doctoral, 
se realizaron una serie de experimentos para estudiar el efecto que tienen 
sobre la isquemia algunos factores como la presencia o ausencia de TLR4 y la 
edad de los animales en los procesos de daño cerebral y de neurogénesis.  
 Para todos los procedimientos experimentales, utilizamos ratones 
C57BL/10ScNJ que no expresan TLR4 (TLR4-/-) por una deleción natural del 
gen; y C57BL/10J que expresa el receptor de forma normal (TLR4+/+). Los 
grupos de edad de los animales fueron: adultos jóvenes (2-3 meses) y adultos 
viejos (12-14 meses). El modelo experimental para la inducción de la isquemia 
focal permanente fue la oclusión de la arteria cerebral media mediante una 
ligadura por debajo de la bifurcación proximal o en la rama distal posterior, 
dependiendo del grupo. La 5-Bromo-2’-deoxyuridina (BrdU, 50mg/kg) se 
inyectó intraperitonealmente los días 5 y 6 tras ictus. La proliferación celular se 
cuantificó los días 7, 14 y 28 tras la isquemia. El diseño experimental fue el 
siguiente:  
 
 
 
 El procesamiento de las muestras dependió del ensayo que se iba a 
realizar. Así, para las muestras destinadas a inmunofluorescencia, se perfundió 
a los ratones con tampón fosfato 0'1M seguido de solución fijadora de 
paraformaldehido al 4%. Después se extrajeron los cerebros y, tras pasar 48 
horas en una solución de sacarosa al 30%, se cortaron en secciones coronales 
de 40μm de grosor. Seguidamente, se realizaron las tinciones específicas para 
cada marcador y las cuantificaciones se llevaron a cabo a través de distintas 
técnicas de microscopía. 
 Por otro lado, las muestras que se utilizaron para citometría de flujo se 
procesaron de forma diferente. Así, se sacrificó a los animales con una 
sobredosis de isoflurano y se extrajeron las distintas muestras (corteza y ZSV 
del cerebro y sangre del corazón). Las muestras de la ZSV se sometieron a 
disgregación mecánica y enzimática para la obtención de una suspensión de 
células de esa zona. Para las células infiltradas en la corteza, se realizó un 
gradiente de Percoll. Por último, para las muestras de sangre simplemente fue 
necesario lisar las células rojas y procesar el resto.  
 El daño isquémico se evaluó mediante la determinación del volumen del 
infarto por resonancia magnética nuclear (2 días post-isquemia) o por tinción de 
Nissl (7 días post-isquemia). La inmunofluorescencia se cuantificó de forma 
diferente dependiendo del tipo celular que estuviéramos estudiando. Así, la 
cuantificación de BrdU en la ZSV se realizó mediante contaje estereológico 
(Stereoinvestigator); para la cuantificación de células corticales BrdU+, Iba1+ y 
NeuN+ se tomaron imágenes por microscopía confocal siguiendo los criterios 
establecidos para cada experimento y se contaron las células de forma 
individualizada. Por su parte, la cuantificación de neuroblastos (Dcx+) se 
realizó por z-stacks de microscopía confocal y éstos fueron posteriormente 
densitometrados (Image J). 
1d 2d 7d 14d 28d
pMCAO
Días 5 y 6 
Inyecciones BrdU 
50mg/kg
RMN
Citometría flujo
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Inmunofluorescencia
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 Para los análisis de citometría de flujo se procedió al marcaje de las 
células de interés y, en todos los casos, las muestras fueron analizadas por el 
software FlowJo.  
 Por último, realizamos estudios mediante tomografía por emisión de 
positrones (PET) para la caracterización de procesos inflamatorios corticales y 
de proliferación en la ZSV usando los radiotrazadores [11C] PK11195 y [18F] 
FLT, respectivamente. 
 Todos los análisis estadísticos de los resultados fueron llevados a cabo 
mediante el programa PRISM 5. Se realizó una t de Student para comparar dos 
grupos y una ANOVA de una sola vía seguido de una prueba post-hoc de 
Neuman-Keuls para comparar más de dos grupos. Para los estudios de 
correlación se empleó un análisis de regresión lineal. Los datos se expresaron 
como media ± error estándar de la media (EEM) y una p<0.05 se asumió como 
estadísticamente significativa. 
 
 Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral los dividimos en cuatro 
partes que pueden resumirse así: 
 
1. Efecto del receptor TLR4 en la neurogénesis tras ictus isquémico 
experimental. 
 La oclusión permanente de la arteria cerebral media en ratones nos 
mostró que los ratones TLR4-/- tuvieron infartos significativamente más 
pequeños a los 2 y 7 días que los ratones TLR4+/+, como ya se había descrito 
previamente por nuestro grupo (Caso et al., 2007). Con el fin de estudiar el 
papel de TLR4 sobre la proliferación celular sin que interfirieran las diferencias 
en el tamaño de infarto, decidimos realizar la oclusión en la rama posterior de 
la arteria cerebral media en los ratones TLR4+/+ en una localización distal. Así, 
obtuvimos un grupo adicional con tamaños de infarto similares a los que tenían 
los animales del grupo de TLR4-/-. 
 En primer lugar, estudiamos si la proliferación celular (células BrdU+) en 
la ZSV era dependiente del tamaño de infarto. Nuestros resultados muestran 
que los animales TLR4+/+ presentaban una correlación positiva entre la 
proliferación celular en la ZSV a los 7 días y el volumen de infarto. Sin 
 
 
embargo, esta correlación era negativa cuando la proliferación se medía a los 
14 días. 
 Al estudiar el efecto de TLR4 en la proliferación celular en la ZSV tras 
ictus pero sin el sesgo del tamaño de infarto, vimos que los ratones TLR4-/- con 
oclusión proximal presentaban un mayor número de células BrdU+ en la ZSV a 
los 7 días post-ictus que el grupo TLR4+/+ de oclusión distal. También 
caracterizamos por citometría de flujo los diferentes tipos celulares presentes 
en la zona subventricular 1 y 2 días post-isquemia y el análisis reveló que 
mientras que en la población prominina1+/EGFR+/nestina+ (células madre 
neurales o tipo B) no se observaron diferencias entre grupos, vimos que sí las 
había en la población prominina1+/EGFR+/nestina- (células progenitoras 
neurales de amplificación transitoria o células tipo C). Concretamente, 
encontramos que los ratones TLR4-/- tenían mayor número de células de esta 
población comparado con los TLR4+/+ los días 1 y 2 tras isquemia y, 
curiosamente, vimos el mismo efecto en los animales sham. Finalmente, 
mediante estudios PET utilizando el radiotrazador [18F] FLT que fue 
administrado a los animales los días 2, 7 y 14 tras la isquemia, vimos que los 
valores de captación del radioligando aumentan en el grupo de ratones TLR4-/- 
a los 2 y 7 días post-isquemia confirmando los resultados previamente 
obtenidos. Este efecto se pierde a los 14 días. 
 Una vez comprobado el efecto de TLR4 en la proliferación en la ZSV, 
evaluamos su contribución en la migración de neuroblastos desde la ZSV a la 
zona infartada. Para ello, evaluamos la distribución de neuroblastos en tres 
zonas consecutivas desde la ZSV (Z1) siguiendo por el cuerpo calloso (Z2) 
hasta zonas corticales cercanas a la zona infartada (Z3). Al comparar los 
grupos que no presentaban diferencias en el volumen de infarto (TLR4+/+ 
oclusión distal y TLR4-/- oclusión proximal), no encontramos diferencias en el 
número de neuroblastos (Dcx+) en las Z1 y Z2 a los 7 días. Sin embargo, el 
número de neuroblastos en Z3 fue mayor en los ratones TLR4+/+ con oclusión 
distal que en TLR4-/- con oclusión proximal, sugiriendo una migración más 
rápida en estos animales. Curiosamente, el número de neuroblastos en todas 
las zonas migratorias estudiadas a los 14 días aumentó en los TLR4-/- en 
comparación con los animales TLR4+/+. Estos resultados sugieren que, en el 
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cerebro de los ratones TLR4+/+, los neuroblastos migran más rápido hacia el 
área dañada, sugiriendo que la migración está obstaculizada en los animales 
TLR4-/-. 
 Finalmente, quisimos comprobar si TLR4 participaba en la formación de 
nuevas neuronas (BrdU+/NeuN+) en la corteza peri-infarto. En este sentido,  
nuestros resultados muestran que los ratones TLR4-/- presentan un menor 
número de células BrdU+/NeuN+ tanto a 14 como a 28 días de la isquemia 
cerebral en comparación con los grupos de ratones TLR4+/+ con oclusión distal. 
 
2. Efecto del receptor TLR4 en la inflamación tras ictus isquémico experimental. 
 Estudiamos la proliferación microglial en la corteza y observamos un 
aumento en el número de células tanto Iba1+ como BrdU+/Iba1+ en el área de 
peri-infarto a los 7 días de producirse la lesión, en todos los grupos isquémicos 
estudiados en comparación con los grupos sham. Sin embargo, no 
encontramos ninguna diferencia entre los ratones isquémicos TLR4+/+ y TLR4-/-. 
Posteriormente realizamos estudios PET utilizando el radiotrazador [11C] 
PK11195 que fue administrado a los animales los días 2, 7 y 14 tras la 
isquemia, vimos que los valores de captación del radioligando aumentan en el 
grupo de ratones isquémicos confirmando los resultados previamente 
obtenidos. 
 Después, evaluamos el efecto del receptor TLR4 en el reclutamiento de 
los leucocitos en la zona infartada del cerebro. A este respecto, nuestros 
resultados muestran que los ratones TLR4-/- presentan un incremento en la 
infiltración de neutrófilos y de monocitos 1 día tras isquemia en comparación 
con el grupo de ratones TLR4+/+. En cambio, los niveles de linfocitos no 
muestran diferencias significativas entre los grupos de interés. 
 
3. Efecto de la edad en la neurogénesis tras ictus isquémico experimental. 
 El primer aspecto que nos interesaba conocer era si la edad tenía un 
efecto sobre el tamaño del infarto. Nuestros resultados muestran, como cabía 
esperar, que los animales con oclusión proximal tuvieron tamaños de infarto 
significativamente mayores que los grupos de oclusión distal. Tras la oclusión 
proximal, observamos una regresión de la lesión similar en ambos grupos 
(jóvenes y viejos) al comparar los volúmenes obtenidos a los 2 y 7 días tras el 
 
 
ictus. Sin embargo, después de la oclusión distal, el área infartada en el grupo 
de animales viejos no sufrió esta disminución a los 7 días, aunque sí en el 
grupo de animales jóvenes. Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que 
la evolución del infarto depende del tamaño de la lesión inicial y de la edad de 
los animales. 
 Con el fin de establecer el  efecto de la edad en la neurogénesis tras la 
isquemia cerebral, de manera similar a lo realizado previamente para los 
animales jóvenes, estudiamos la proliferación en la ZSV. Habíamos visto que 
los ratones jóvenes mostraban una correlación positiva entre el tamaño del 
infarto y la proliferación en la ZSV, pero en los grupos de animales viejos, esta 
correlación se pierde. Nuestros datos demuestran que los animales viejos no 
presentan modificada la proliferación celular (células BrdU+) en la ZSV, 7 y 14 
días después de MCAO distal cuando se compara con el grupo de animales 
jóvenes. Sin embargo, en los grupos sham, los animales viejos mostraron 
menor número de células proliferativas (células BrdU+) en la ZSV a los 7 días, 
como previamente se ha descrito para condiciones fisiológicas. También 
caracterizamos por citometría de flujo los diferentes tipos celulares presentes 
en la ZSV, 1 y 2 días post-isquemia y el análisis mostró que los animales viejos 
tanto a nivel fisiológico (animales sham) como tras isquemia presentan un 
menor número de células tipo B (prominina1+/EGFR+/nestina+) como de 
células tipo C (prominina1+/EGFR+/nestina-). 
 También exploramos el efecto de la edad sobre la población de 
neuroblastos (células tipo A; Dcx+) en la zona subventricular (Z1) y en las 
zonas migratorias contiguas a lo largo del cuerpo calloso (Z2 y Z3) en dirección 
a la corteza isquémica, a los 7 y 14 días tras el ictus. A los 14 días de la 
isquemia, la densidad de neuroblastos en las Z2 y Z3 fue mayor en los 
animales viejos cuando se compara con los jóvenes, sugiriendo o una mayor 
migración o una migración retenida y acumulada en estos animales. Por último, 
nuestros datos muestran que los animales viejos, pese a mostrar mayor 
número de neuroblastos en las zonas migratorias estudiadas, presentaban 
menor número de nuevas neuronas (células BrdU+/NeuN+) que los animales 
jóvenes en la zona peri-infarto a los 14 días tras isquemia. 
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4. Efecto de la edad en la inflamación tras ictus isquémico experimental. 
 En los estudios de proliferación microglial de la corteza, observamos que 
los grupos de animales viejos mostraron mayor número de células BrdU+ y 
BrdU+/Iba1+ en el peri-infarto que los animales jóvenes a los 7 días post-
isquemia (40% más de células BrdU+ y 60% BrdU+/Iba1+ en viejos frente a 
jóvenes). Al estudiar las poblaciones de leucocitos infiltrados en el parénquima 
de la zona infartada, vimos que había más infiltración de neutrófilos en los 
animales viejos de oclusión distal, 1 día después del ictus.  
 
CONCLUSIONES 
1. Nuestros resultados confirman que TLR4 está implicado en el daño 
cerebral agudo que se produce después de un ictus experimental. 
2. TLR4 no sólo inhibe la proliferación fisiológica en la ZSV, como estaba 
previamente descrito, sino que además inhibe la proliferación de células 
tipo C sin afectar las de tipo B en la ZSV tras procesos de ictus. 
Además, TLR4 facilita la migración de neuroblastos (células tipo A) 
hacia la región dañada, de forma concomitante a un aumento en el 
número de nuevas neuronas corticales en la zona peri-infarto. 
3. TLR4 no está implicado en los procesos de proliferación microglial 
cortical. Sin embargo, en ausencia de TLR4, se produce un aumento de 
la infiltración de células periféricas (neutrófilos y monocitos) en la zona 
del infarto.  
4. El tamaño de infarto no se ve afectado por la edad a tiempos tempranos 
después de la isquemia; sin embargo, a tiempos más tardíos, mientras 
que en los ratones jóvenes la lesión isquémica se reduce, esto no se 
observa en animales viejos, en los que la lesión sigue siendo grande.  
5. Tras un daño isquémico en ratones jóvenes, pero no en viejos, la 
proliferación celular en la ZSV depende del tamaño del infarto. 
6. La edad inhibe tanto la proliferación fisiológica como la proliferación de 
células tipo B y C en la ZSV que se produce tras procesos de ictus. La 
edad retrasa o bloquea el proceso de migración de neuroblastos (células 
tipo A) de la ZSV hacia el área dañada, de forma concomitante a una 
disminución del número de nuevas neuronas corticales en la zona peri-
infarto. 
 
 
7. La edad conlleva una mayor proliferación de la microglía en la corteza 
ipsilateral al daño isquémico, compatible con un estado inflamatorio 
basal activado (“inflamm-aging”) y media una mayor infiltración de 
neutrófilos en la zona infartada 
8. En resumen, nuestros datos indican que el receptor TLR4 posee un 
doble papel en el ictus, mediando daño cerebral en la fase aguda y 
promoviendo neurogénesis en la fase crónica mientras que la edad 
puede tener efectos deletéreos en ambas fases del ictus, alterando la 
progresión del daño cerebral y retrasando o disminuyendo la 
neurogénesis. 
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8. SUMMARY 
 Worldwide, approximately 15 million people suffer a stroke each year 
and, with 5 million deaths, stroke is the second cause of death and the first 
long-term disability (Macrez et al., 2011). It is estimated that about 25 % of the 
population over 85 years will develop a stroke. Despite its devastating 
consequences worldwide, to date, the only approved drug treatment is 
recanalization of the occluded vessel through intravenous administration of rt-
PA (Recombinant Tissue Plasminogen Activator). However, because of  the 
restricted inclusion criteria, few patients may benefit from this treatment (Albers 
et al., 2011). Consequently, it is imperative the development of new 
neuroprotective and neurorepair therapies for the treatment in acute and 
chronic phase of this disease. 
 From minutes to hours after the onset of an ischemic stroke, a cascade 
of inflammatory events (ischemic cascade) is initiated in the cerebral 
microvasculature, where oxidative stress and reactive oxygen species induce 
the activation of the complement system, platelets and endothelial cells 
(Iadecola and Anrather, 2011). One of the major cell types responsible for brain 
inflammatory response is the microglia, which are brain resident macrophages. 
These cells trigger the inflammatory response through the production of 
inflammatory mediators, which is carried out by intracellular signalling initiated 
by the toll-like receptors (TLR). 
 TLRs are a family of pattern recognition receptors (PRR) responsible for 
the identification of conserved pathogen (PAMPs) or cell damage-associated 
molecular patterns (DAMPs). Once the ligand is bound and recognized, TLRs 
induce the expression of inflammatory mediators via intracellular signalling 
pathways. Although the physiological functions of TLRs are not well explored, 
their participation in processes such as inflammation and neurogénesis has 
been described. In the context of brain ischemia, it is known that TLR4 has 
important roles in the induction of the inflammatory response and in production 
of tissue damage (Caso et al., 2007). In fact, there is experimental evidence 
showing that not only TLR4 but also TLR2 deficiency significantly attenuates 
ischemic brain damage (Cao et al., 2007; Caso et al., 2007; Tang et al., 2007). 
 
 
It has been reported that mice deficient for TLR4 have a reduced expression of 
inflammatory mediators after a brain ischemic insult (Caso et al., 2007). 
Likewise it has been found that low levels of TLR4 activation are beneficial to 
the central nervous system leading to phenomenon known as ischemic 
preconditioning, a process in which TLR4 has been demonstrated to participate 
(Pradillo et al., 2009). Altogether, TLR4 might be considered as a therapeutic 
target in the acute phase of stroke. 
 In addition to its role in the inflammatory response, TLR4 participates 
modulating processes involved in cellular homeostasis, such as in adult 
neurogenesis. Neurogenesis is the process of generating new functional 
neurons from precursors in the CNS. Under physiological conditions, there are 
two neurogenic niches in the adult brain: in the subgranular zone (SGZ) of the 
dentate gyrus of the hippocampus, in which new neurons migrate to the granule 
cell layer and the subventricular zone (SVZ) occupying the outer wall of the 
lateral ventricles of the forebrain, from where neuroblasts migrate through the 
rostral migratory route to the olfactory bulb (for review (Gage, 2000; Alvarez-
Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). Recent experiments have shown that, under 
physiological conditions, TLR4 inhibits proliferation and neuronal differentiation 
(Rolls et al., 2007) in adult mice. After brain ischemia, a large number of 
neuroblasts from SVZ are able to overcome the tight regulation that exists to 
leave its normal route and migrate to the region of infarcted tissue (Zhang et al., 
2001; Arvidsson et al., 2002; Jin et al., 2003; Saha et al., 2012). But the role 
that TLR4 may play in neurogenesis after ischemic stroke is unknown. 
 In addition, stroke is a disease that mainly affects aged patients, a 
condition associated with a general reduction in the ability of adult tissue for 
self-repair. In this context, the brains of aged mice are characterized by a 
reduced function of the immune system, known as "immune-senescence" 
(Chamorro et al., 2007), coupled with a chronic basal inflammation called 
“inflamm-aging" (Franceschi et al., 2000). 
 
 With this background, we established the following hypothesis: TLR4 
receptor is involved in ischemic brain damage, both in mediating the acute 
damage, as in a later phase modulating processes of neurorepair 
(neurogenesis); and this involvement is age dependent. 
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 The aims we set to test the hypothesis were: 
1 - Study of the involvement of the TLR4 receptor both in mediating acute 
damage, as in a later phase modulating processes of neurorepair. For this, we 
have carried out the study of the involvement of TLR4 in inflammation both at 
peripheral (systemic circulation) and central level (infiltration and microgliosis in 
the peri-infarct zone) after ischemic stroke. We also studied the role of TLR4 in 
the process of neurogénesis by determining cell proliferation, migration and 
differentiation. 
2 - Study of the influence of age in both acute damage (local and central 
inflammation), as in a later phase modulating processes for neurorepair 
(proliferation, migration and differentiation). 
 
 To carry out the objectives set in this doctoral thesis, we designed a 
series of experiments in order to study the effect of the presence or absence of 
TLR4 and the age of the animals in the processes of brain damage and 
neurogenesis after ischemia. For all experimental procedures, we used 
C57BL/10ScNJ mice that do not express TLR4 (TLR4-/-) because of a natural 
deletion of the gene; and C57BL/10J expressing the receptor normally 
(TLR4+/+). The groups of age of the animals were: young adults (2-3 months) 
and aged adults (12-14 months). The experimental model for the induction of 
permanent focal ischemia was the occlusion of the middle cerebral artery by a 
ligature in the trunk just before its bifurcation between the frontal and parietal 
branches (proximal occlusion). In order to obtain smaller infarct volumes and 
thus to avoid the bias due to different infarct size on the end-points of the study, 
we included an additional group in which MCAO was performed on a posterior 
branch on the MCA of TLR4+/+ mice (distal occlusion). 5-Bromo-2'-
deoxyuridine (BrdU, 50 mg/kg) was injected intraperitoneally once daily from 
days 5 to 6 after ischemia. Cell proliferation was quantified 7, 14 and 28 days 
after ischemia. The experimental design was as follows: 
 
 
 
 
 The processing of samples depended on the trial that we were going to 
carry out. Thus, for the samples for immunofluorescence, we perfused the mice 
with 0.1 M phosphate buffer followed by fixative solution of 4% 
paraformaldehyde. Then the brains were removed and, after 48 hours in a 
solution of 30% sucrose, brains were cut into coronal sections of 40μm 
thickness. Next, we used the specific dyes for each marker of interest and the 
quantifications were performed through various microscopic techniques. 
 On the other hand, samples that were used for flow cytometry were 
processed differently. Thus, animals were sacrificed with an overdose of 
isoflurane and the different samples (cortex and SVZ from brain and blood from 
heart) were removed. SVZ samples underwent mechanical and enzymatic 
digestion to obtain a cell suspension of each zone. For infiltrating cells in the 
cortex, a Percoll gradient was performed. For blood samples it was necessary 
to lyse the red cells before. 
 Ischemic damage was assessed by determination of infarct volume by 
magnetic resonance imaging (2 days post-ischemia) or by Nissl staining (7 days 
post-ischemia). Immunofluorescence was quantified differently depending on 
the cell type that we were studying. Thus, quantification of BrdU in SVZ was 
performed using stereological counting (StereoInvestigator ); for counting 
BrdU+, Iba1+ and NeuN+ cortical cells, images were taken by confocal 
microscopy following the criteria established for each experiment and cells were 
counted individually. On the other hand, the quantification of neuroblasts (Dcx+) 
was made by z-stacks obtained by confocal microscopy, and the densitometry 
were subsequently calculated (Image J). 
 For flow cytometric analysis, we proceeded to label the cells of interest 
and, in all cases, the samples were analyzed by FlowJo software. 
1d 2d 7d 28d
pMCAO
Days 5 and 6 
Injections BrdU 
50mg/kg
Flow Cytometry
MRI
Nissl
Immunofluorescence
14d
Immunofluorescence
PET
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 Finally, we carried out positron emission tomography (PET) for the 
characterization of cortical inflammatory processes and the proliferation in SVZ 
using the radiotracers [11C] PK11195, and [18F] FLT, respectively. 
 All statistical analyses of the results were performed using Prism 5 
software. Student t-test was performed to compare two groups and ANOVA 
one-way followed by a post hoc Neuman-Keuls test to compare more than two 
groups. For correlation studies linear regression analysis was used. Data are 
expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) and p<0,05 was 
assumed as statistically significant. 
 The results obtained in this thesis are divided into four parts that can be 
summarized as: 
1. Effect of TLR4 receptor in neurogenesis after experimental ischemic stroke. 
 The permanent occlusion of the middle cerebral artery in mice showed 
that TLR4-/- had significantly smaller infarct size at 2 and 7 days after injury that 
TLR4+/+ mice. To study the role of TLR4 on cell proliferation without interference 
of the differences in infarct size, we performed the occlusion of the posterior 
branch of the middle cerebral artery in TLR4+/+ mice in a distal location. Thus, 
we obtained an additional group with infarct sizes similar to those found in 
TLR4-/- animals. 
 First, we examined whether cell proliferation (BrdU+) in the SVZ was 
dependent on the infarct size. Our results show that TLR4+/+ animals showed a 
positive correlation between cell proliferation in the SVZ at 7 days and infarct 
volume. However, this correlation was negative when the proliferation was 
measured at day 14. 
Second, our data demonstrate that the presence of TLR4 inhibits SVZ 
cell proliferation after MCAO, as demonstrated by a decreased number of 
BrdU+ cells in the ipsilateral SVZ, determined 7 days after the ischemic insult, 
when compared with the TLR4-/- group with similar infarct size. In order to 
confirm this finding and to establish the nature of the cells present in the SVZ, 
we also characterized by flow cytometry the different cell types present in this 
area at earlier times, 1 and 2 days after MCAO. First, our results show the 
 
 
presence of two major cell populations: i) a prominin-1+/EGFR+/nestin+ cell 
subset, corresponding to the primary neural stem cells (astrocyte-like type-B 
cells), and ii) a prominin-1+/EGFR+/nestin- cell subset, consistent with the 
transit-amplifying cells (type-C cells). Importantly, whereas in the prominin-
1+/EGFR+/nestin+ population there were no differences between groups, 
TLR4+/+ mice showed a smaller number of prominin-1+/EGFR+/nestin- cells 
than the TLR4-/- mice after MCAO, and also than its own sham condition,  
suggesting an inhibitory role of TLR4 in the proliferation of type-C cells after 
stroke. Furthermore, studies by PET, using the radiotracer [18F] FLT that was 
administered to animals on days 2, 7 and 14 after ischemia, we have found that 
the values of  radioligand uptake were increased in the group of TLR4-/- mice at 
2 and 7 days post-ischemia, confirming the results previously obtained. 
 Third, we explored the effect of TLR4 on the neuroblast population (type-
A cells) in 3 migratory zones ranging from the SVZ (Z1) through the corpus 
callosum (Z2) toward the damaged area (Z3), 7 and 14 days after the ischemic 
insult. We found that the density of neuroblasts (DCX+ cells) in Z3, but not in Z1 
and Z2, was higher in TLR4+/+ when compared with TLR4-deficient mice 7 days 
after MCAO, consistent with a faster migration process in TLR4+/+ animals. 
Importantly, 14 days after MCAO, the density of DCX+ cells in all the migratory 
zones studied increased in TLR4-deficient mice when compared with the 
TLR4+/+ ones. These results suggest that, in TLR4+/+ mouse brain, neuroblasts 
migrate faster towards the injured area, whereas a hampered migration is found 
in TLR4-deficient animals. In sham-operated mice, neuroblasts density was 
smaller than that present after MCAO in both groups of mice. 
 Finally, we have studied the number of adult differentiated neurons 
(BrdU+/NeuN+ cells) in the ipsilesional cortex at 14 and 28 days after the 
ischemic insult. Interestingly, we found that the presence of TLR4 increased the 
number of BrdU+/NeuN+ cells, at both 14 and 28 days, when compared with 
the group of TLR4-/- mice. These results demonstrate that, despite reduced SVZ 
cell proliferation, the number of new neurons that reach the peri-infarct cortex is 
increased in TLR4+/+ mice. No new neurons (BrdU+/NeuN+) were found in the 
cortex of sham-operated mice. 
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2. Effect of TLR4 receptor in inflammation after experimental ischemic stroke. 
 When we studied microglial proliferation in the cortex, we observed an 
increase in the number of both Iba1+ and BrdU+/Iba1+ cells in the peri-infarct 
area at 7 days of the injury in all the ischemic groups studied compared with 
sham groups. However, we did not find any difference between TLR4+/+ and 
TLR4-/- mice. PET imaging showed that the standard values of [11C] PK11195 
radiotracer uptake increased in all the ischemic groups when compared with the 
sham-groups as observed by immunofluorescence. 
 Then we evaluated the effect of TLR4 in circulating leukocytes following 
cerebral ischemia. We observed that the population of neutrophils in the TLR4-/- 
ischemic mice was increased 1 day after ischemia when compared with TLR4+/+ 
mice We also studied the effect of the TLR4 receptor in the recruitment of 
leukocytes in the infarcted brain area. In this regard, our results show that 
TLR4-/- mice have an increase in neutrophil and monocyte infiltration 1 day after 
ischemia compared with TLR4+/+ mice. In contrast, lymphocyte levels did not 
present any significant differences between the groups of interest. 
3. Effect of age on neurogenesis after experimental ischemic stroke. 
 We first studied whether age had an effect on infarct size. First, and as 
expected, animals with proximal occlusion presented a lesion size significantly 
larger than the distal occlusion infarct groups. After proximal occlusion, we also 
found a similar evolution of infarction towards a decrease in both groups (young 
and aged) measured from 2 to 7 days after stroke. However, after distal 
occlusion, the infarcted area in the group of aged animals did not decrease at 7 
days compared with the group of young animals. These results indicate that the 
infarct evolution depends on the size of the initial lesion and on the age of the 
animals. 
Since we have reported that SVZ cell proliferation depends on infarct 
size after stroke in young mice, we decided to study whether this effect is also 
observed in aged mice, by including an additional group of mice in which MCAO 
was performed proximally in order to obtain different lesion volumes. When we 
studied SVZ cell proliferation (BrdU+ cells) at 7 days after stroke in the groups of 
 
 
aged animals (proximal and distal occlusion), we did not find any correlation 
between infarct size and cell proliferation determined at the ipsilateral SVZ 7 d 
after injury.  
In order to ascertain the effect of aging on SVZ cell proliferation, we first 
studied the number of BrdU+ cells in this area 7 and 14 days after MCAO, after 
a pulse of BrdU at days 5-6 days. Exposure to distal MCAO did not significantly 
affect the number of BrdU+ cells in the SVZ, either in young or in aged mice. 
However, in sham-operated groups, aged animals showed a lower number of 
proliferative cells in the SVZ (BrdU+ cells). In order to confirm this finding and to 
establish the nature of the cells present in the SVZ, we also characterized by 
flow cytometry the different cell types present in this area at earlier times. 
Importantly, we found that aged mice showed a smaller number of both cell 
populations (type B and C cells) not only under physiological conditions (sham-
group) but also after ischemia. 
We next explored the effect of aging on the neuroblast population (type-A 
cells). We did not find any difference in the density of neuroblasts (DCX+ cells) 
when young and aged mice were compared 7 days after MCAO.  Importantly, 
14 days after MCAO, the density of DCX+ cells in Z2 and Z3 was higher in aged 
mice when compared with the young ones, suggesting an impairment in 
migration caused by aging. Finally, we have studied the number of mature 
differentiated neurons (BrdU+/NeuN+ cells) in the ipsilesional cortex 14 days 
after the ischemic insult. Interestingly, we found that the number of 
BrdU+/NeuN+ cells in the peri-infarct cortex was higher in young than in aged 
mice 14 days after MCAO. 
 
4. Effect of age on inflammation after experimental ischemic stroke. 
 Regarding microglial proliferation in cortex, we observed that brains of 
aged animals had a higher number of BrdU+ cells and BrdU/Iba1+ cells in the 
ischemic boundary when compared with the young mice 7 days after MCAO 
(40% BrdU+ and 60% BrdU+/Iba1+). Regarding infiltrated neutrophils, analyzed 
by flow cytometry 1 day after distal MCAO, we found that their number was 
higher in aged than in young mice. 
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CONCLUSIONS 
1. Our results confirm that TLR4 is involved in acute brain damage that 
occurs after experimental stroke. 
2. TLR4 not only inhibits physiological proliferation in the SVZ, as 
previously described, but also inhibits the proliferation of type C cells 
without affecting type B, in the SVZ after stroke. Furthermore, TLR4 
facilitates migration of neuroblasts (type A cells) to the damaged region, 
concomitantly with an increase in the number of new cortical neurons in 
the peri-infarct zone. 
3. TLR4 is not involved in the processes of cortical microglial proliferation. 
However, in the absence of TLR4, increased infiltration of peripheral cells 
(neutrophils and monocytes) in the infarct zone occurs. 
4. Infarct size is not affected by age at early times after the occlusion; 
however, at later times, whereas young mice undergo a reduction in 
lesion size, this is not observed in aged animals, in which the lesion 
remains large. 
5. SVZ cell proliferation depends on infarct size in young but no aged mice 
after stroke.  
6. Aging inhibits both physiological proliferation and proliferation of type B 
and C cells in the SVZ after stroke. Aging also delays or blocks migration 
of neuroblasts (type A cells) from the SVZ to the damaged area, 
concomitantly with a decrease in the number of new neurons in the 
cortical peri-infarct zone. 
7. Aging leads to microglial proliferation in the ipsilateral cortex to the 
ischemic damage causing an activated basal status ("inflamm-aging") 
and increases neutrophil infiltration in the infarct area. 
8. In summary, our data indicate that TLR4 has a dual role in stroke, 
mediating brain damage in the acute phase and promoting neurogenesis 
in the chronic phase, whereas aging may have deleterious effects on 
both phases of stroke, modifying the progression of brain damage and 
delaying or decreasing neurogenesis. 
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